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ABSTRAKT 
 
Tato diplomová práce se zabývá identifikací vinných kvasinek izolovaných ze zakvašeného 
vinného moštu. Kvasinky byly izolovány z moštu odrůdy Rulandského modrého, které bylo 
pěstováno a vyráběno podle poţadavků kladených na ekologické a integrované zemědělství. 
Odebrané vzorky byly zpracovány v laboratoři, kde byly získány čisté kultury jednotlivých 
kvasinek. 
Z těchto byla pomocí komerčního kitu vyizolována DNA, která byla pouţita k další analýze. 
Pomocí polymerázové řetězové reakce a za pouţití primerů ITS1 a ITS4 došlo k amplifikaci 
specifického úseku oblasti 5.8S-ITS rDNA. Získané PCR produkty byly poté elektroforeticky 
detekovány v agarózovém gelu a po následné purifikaci byly podrobeny restrikční analýze za 
pouţití tří restrikčních endonukleáz: HaeIII, HinfI a HhaI. DNA byla tímto rozštěpena na 
fragmenty specifické pro daný druh kvasinky a ty byly opět detekovány pomocí agarózové 
elektroforézy. Byla srovnána podobnost těchto izolátů za pouţití programu BioNumerics a 
výsledkem je dendrogram genetické podobnosti izolovaných kvasinek. Byla také provedena 
základní chemická analýza vzorků moštu. 
ABSTRACT 
This thesis deals with the identification of wine yeasts isolated from the grape must using 
PCR-RFLP method. The yeasts were isolated from Pinot Noir grape variety must. Grapes 
were grown and produced in accordance with the requirements placed on organic and 
integrated farming. Samples were processed in the laboratory, where pure cultures of 
individual yeast were obtained.  
A commercial kit was used for yeast DNA isolation. Obtained DNA was used for further 
analysis. Using the polymerase chain reaction and the primers ITS1 and ITS4 a specific 
segment of 5.8S rDNA-ITS region was amplified. The PCR products were then detected by 
electrophoresis in an agarose gel, and after a subsequent purification, three restriction 
enzymes: HaeIII, HinfI and HhaI were subjected to restriction analysis. The DNA was 
digested to fragments specific for yeast species and they were detected by agarose 
electrophoresis. Similarity of these isolates was compared using BioNumerics program and 
the result is dendrogram of genetic similarity of isolated yeast. The basic chemical analysis of 
samples must was also performed. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Kvasinky, identifikace, PCR-RFLP 
KEY WORDS 
Yeast, identification, PCR-RFLP 
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1 ÚVOD 
Víno je alkoholický nápoj připravený z hroznové šťávy kvasným procesem, jehoţ příprava je 
spojena s více neţ 8000 let dlouhou historií a jeho výroba je tak jedním z  nejstarších 
biotechnologických procesů. Dnešní kulturní odrůdy vinné révy (Vitis vinifera subsp. 
vinifera) vychází z původně divoké, volně rostoucí révy lesní (Vitis vinifera subsp. sylvestris) 
pocházející z oblasti Blízkého východu [1]. 
Z fyzikálně-chemického hlediska můţe být víno definováno jako neideální, vícesloţkový 
kapalný roztok, obsahující vodu, ethanol, glycerol a organické kyseliny, jako jeho hlavní 
sloţky a dále sloţky zodpověděné za chuťové a aromatické látky a fenolické sloučeniny, 
tvořící však pouze minoritní část vznikajících produktů. Jednotlivé sloţky jsou buď původně 
přítomny přímo v hroznech, nebo jsou syntetizovány během výroby vína díky rozmanitým 
metabolickým procesům, odehrávajících se v kvasinkových mikroorganismech [2]. 
Kvasinky jsou v přírodě velmi rozšířené a díky svým sacharolytickým schopnostem se 
vyskytují především na substrátech obsahujících sacharidy, zejména na ovoci. Díky svým 
vlastnostem představují významnou skupinu mikroorganismů vyuţívanou v celé 
řadě potravinářských technologií a sehrávají tak zásadní roli během výroby vína [3, 4]. 
Přestoţe mají kvasinky při výrobě vína nenahraditelnou roli, ne všechny jsou vhodné pro 
fermentační procesy a některé dokonce představují neţádoucí kontaminanty a mohou tak 
poškodit charakter vína. Znalost ţádoucích a neţádoucích druhů kvasinek a moţnost jejich 
identifikace během procesu výroby vína tak má pro jeho producenty význam.  
Tradiční způsob identifikace kvasinek je prováděn na základně posouzení řady 
morfologických, biochemických a fyziologických vlastností, ale tyto metody jsou obecně 
pracné a časově náročné. Díky metodě polymerázové řetězové reakce (PCR) a jejím 
variantám je dnes moţné rychle a snadno identifikovat známé druhy kvasinek. Mimo jiné 
přispěla metoda PCR k identifikaci nových druhů kvasinek a umoţnila získání poznatků o 
jejich evoluci a taxonomii.  
Díky novým technologiím je moţné si dnes vybrat z široké palety komerčně 
produkovaných kvasinek o známém zastoupení jednotlivých druhů a zcela tak kontrolovat 
celý proces. Na druhou stranu, pouţitím těchto kvasinek můţe být víno ochuzeno o část 
přirozené mikroflóry, která je pro danou vinařskou oblast typická a která tvoří důleţitou 
součást charakteru vína [5-7]. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kvasinky 
Kvasinky mohou být zjednodušeně chápány jako jednobuněčné houby, na rozdíl od plísní, 
které jsou mnohobuněčné organismy. Od bakterií se odlišují velikostí, která běţně dosahuje 5 
aţ 8 μm. Typicky zaujímají oválný, eliptický nebo kruhovitý tvar. Jsou schopny růst 
v širokém rozmezí pH, aţ 60% cukerných roztocích a do 18 % ethanolu. Barevné spektrum 
kvasinek zaujímá širokou paletu, od smetanové po růţovou aţ červenou. Spóry některých 
druhů vykazují jistou míru termorezistence [8]. 
2.1.1 Systematika kvasinek 
Kvasinky patří do skupiny jednobuněčných vláknitých hub (Fungi) rozmnoţujících se 
vegetativně pučením, dělením nebo pohlavně. Obdobně jako ostatní organismy, jsou i 
kvasinky podle svých typických znaků a vlastností rozřazeny do jednotek (taxonů). 
 
Taxonomické zařazení kvasinek: 
 
Nadříše: eucaryota 
Říše: fungi 
Oddělení: eumycota 
Třída: ascomycetes, basidiomycetes, deuteromycetes 
 
Rozdělení do tříd ascomycetes, basidiomycetes a deuteromycetes je dáno typem 
rozmnoţování. Kvasinky nálaţící do tříd ascomycetes a basidiomycetes se liší způsobem 
sexuálního rozmnoţování. U deuteromycet nebyla prokázána tvorba pohlavních spor. 
2.1.1.1 Taxonomické dělení třídy ascomycetes 
1. Kvasinky dělící se přehrádkami a kvasinkovité mikroorganismy s pravým myceliem 
1.1 Kvasinky s koherentním myceliem (např. rod Saccharomycopsis) 
1.2 Kvasinky s jehlicovytými spórami (např. rod Metschnikowia) 
1.3 Kvasinkovité mikroorganismy s dizartikulovaným myceliem (např. Schizosaccharomyces) 
2. Jednobuněčné pučící kvasinky 
2.1 Apikulátní kvasinky čeledi Saccharomycodaceae (např. rod Kloeckera) 
2.2. Lipidotvorné kvasinky čeledi Lipomycetaceae (např. rod Lipomyces) 
2.3 Kvasinky čeledi Saccharomycetaceae 
2.3.1 Koţkotvorné kvasinky (např. rod Pichia) 
2.3.2 Jednobuněčné, sedimentující a zkvašující kvasinky (např. rod Saccharomyces) 
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2.3.3 Malé rody askogenních kvasinek (např. rod Clavispora) 
3. Skupina anamorfních forem askogenních kvasinek (např. rod Candida) 
2.1.1.2 Taxonomické dělení třídy basidiomycetes 
1. Červené kvasinkovité mikroorganismy (např. rod Rhodotorula) 
2. Krémové, pleťové a světloţluté druhy (např. rod Filobasidium) 
3. Černé kvasinkové organismy (např. rod Aureobasidium) 
4. Kvasinky pučící na sterigmách (např. rod Sterigmatomyces) 
5. Sňeťovité organismy 
6. Slizovité basidiomycetové organismy 
7. Slizovité kvasinkovité mikroorganismy rodu Candida [3, 9-11] 
2.1.2 Morfologie kvasinek 
Kvasinky vytváří široké spektrum tvarů, kdy základním je rotační elipsoid, ze kterého jsou 
poté odvozeny další. Tvar kvasinek i jejich velikost jsou do určité míry ovlivněny vnějšími 
podmínkami (sloţení ţivného média, oxidačně-redukční potenciál, povrchové napětí), 
způsobem rozmnoţování a stářím buněk. Tvar se můţe měnit také v závislosti na stádiu 
vývoje. Hlavním faktorem je však příslušnost k danému rodu. Některé rody vytváří pro ně 
typické tvary – Saccharomyces tvoří oválné buňky, citronovitý tvar je charakteristický pro rod 
Kloeckera, kulovitý pro Rhodotoruly, válcovitý pro rod Schizosaccharomyces. Kromě toho 
existují také vláknité a podlouhlé formy kvasinkových buněk. Některé rody či kmeny mohou 
vytvářet protáhlé buňky, které pučí pouze na pólech, zůstávají spojeny v dlouhá zaškrcovaná 
vlákna a vytváří tak tzv. pseudomycelia. 
Velikost buněk kvasinek se pohybuje v rozmezí od 3-15 μm, je tedy pod hranicí 
viditelnosti pouhým okem a morfologické odlišnosti mohou být tedy pozorovány pouze pod 
mikroskopem [3, 9, 10, 12]. 
2.1.3 Cytologie kvasinek 
Vzhledem ke svému taxonomickému zatřízení je pro kvasinky charakteristická struktura 
eukaryotické buňky. Povrch kvasinek je obklopen silnou buněčnou stěnou, která nasedá na 
cytoplazmatickou membránu. Ta uzavírá cytoplazmu obsahující spektrum struktur, které se v 
ní nacházejí. Jsou to, jádro, mitochondrie, endoplazmatické retikulum, vakuoly, ribozomy, 
protoplasty a Golgiho aparát, zajišťující nejrůznější vitální funkce buňky. Kromě funkčních 
membránových útvarů se v cytoplazmě kvasinek mohou nacházet i zrníčka zásobních látek, 
např. glykogen a tuk [10]. 
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Obrázek 1 Schéma průřezu buňkou kvasinky. 1 – buněčná stěna, 2 – jizva, 3 – cytoplazmatická 
membrána, 4 – jádro, 5 – jaderná membrána, 6 – vakuola, 7 – endoplazmatické retikulum, 8 –
 mitochondrie, 9 – glykogen, 10 – polymetafosfát (volutin), 11 – lipidy, 12 – Golgiho aparát [9]. 
2.1.3.1 Buněčná stěna 
Hlavní funkcí buněčné stěny kvasinek, která tvoří jejich vnější obal, je ochrana před 
mechanickými vlivy a osmotickým šokem. Stěna obsahuje četné póry prostupné pro širokou 
řadu biomolekul, vyjma vysokomolekulárních [9]. Velikost stěny se pohybuje v rozmezí 100-
400 nm. Můţe se však lišit jak mezi, tak i uvnitř druhu. Nativní buněčná stěna představuje 
velmi sloţitý heterogenní polymer. Buněčná stěna kvasinek tvoří asi 15 aţ 30 % suché 
hmotnosti buňky a dle 25 aţ 50 % objemu buňky. Hlavními strukturálními sloţkami jsou 
mannoproteiny a polysacharidy, zejména β-1,3-glukan, dále pak větvený β-1,6-glukan, který 
je zodpovědný za zesítění s dalšími sloţkami stěny [13, 14]. Minoritní sloţkou je chitin, 
nerovnoměrně rozloţen na povrchu stěny, který přispívá k nerozpustnosti vláken. Jeho 
největší koncentrace se nachází v oblasti jizev. Mannoproteiny, lokalizovány především na 
vnější straně, jsou ve velké míře glykosilovány a hustě sbaleny, čímţ sniţují propustnost stěny 
[15, 16]. Stěna obsahuje také malé mnoţství fosfolipidů a esterově vázané fosforečnany, které 
jsou spolu s bílkovinami zodpovědné za negativní náboj buněk. Také byla prokázána 
přítomnost některých enzymů (invertáza, fosfatáza, proteázy, ad.) [9]. 
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2.1.3.2 Cytoplazmatická membrána 
Tvoří osmotickou bariéru mezi vnějším a vnitřním prostředím. Její sloţení a funkce jsou 
podobné, jako je tomu u bakterií. Jsou v ní lokalizovány transportní mechanismy, umoţňující 
aktivní příjem a výdej látek. Na rozdíl od bakterií však neobsahuje dýchací enzymy a systém 
oxidativní fosforylace. Volně propustná je pouze pro malé nenabité molekuly a po bariéře, 
kterou je buněčná stěna tak představuje další rozhraní mezi vnitřním a vnějším prostředím [9]. 
 
2.1.3.3 Jádro 
Jádro kvasinky je nejčastěji umístěno ve středu buňky a zaujímá typicky kulovitý tvar 
s průměrem 1-2 μm. Zabírá poměrně velkou část vnitřního prostoru buňky. Při 
mikroskopickém pozorování je nicméně špatně viditelné. U neproliferujících buněk se 
nachází v blízkosti vakuoly. Jaderný obal je tvořen dvojitou membránou, která komunikuje 
s endoplazmatickým retikulem a je protkána mnoţstvím pórů, jejichţ umístění na povrchu 
membrány se neustále mění. Tyto jsou nezbytné pro prostup a výměnu malých proteinů mezi 
jádrem a cytoplasmou. V jádře je uloţena genetická informace, kódovaná ve struktuře DNA, 
která je poskládána do struktur, zvaných chromozomy. Na rozdíl od vyšších eukaryot zůstává 
jaderná membrána po celou dobu mitózy celistvá. Uvnitř jádra se nachází specificky 
barvitelné jadérko, srpkovitého tvaru, které je zodpovědné za tvorbu ribozomální RNA [9, 
17].  
 
2.1.3.4 Mitochondrie 
Mitochondrie kvasinek jsou obvykle lokalizovány v periferiích cytoplasmy, kde tvoří sférické 
nebo tyčinkovité organely sloţené ze dvou membrán. Vnitřní membrána je uspořádána do tzv. 
krist.  Obecné uspořádání tak kopíruje struktury organel nacházejících se v buňkách vyšších 
rostlin a ţivočichů. Membrána vymezuje dva různé prostory – prostor vnitřní membrány a 
mitochondriální matrix. Tak jako jinde, i zde slouţí mitochondrie jako organely pro respiraci. 
Nachází se zde enzymy dýchacího řetězce a oxidativní fosforylace. Neobsahují však enzymy 
β-oxidace. Za aerobních podmínek je jejich mnoţství zvýšeno aţ na 50 jednotek. Naopak za 
anaerobního stavu, tedy během fermentace, dochází k jejich dysfunkci a degeneraci, kdy se 
jejich vnitřní povrch sniţuje a vytrácí se kristy. Jejich funkce můţe být také částečně 
potlačena na počátku kvašení moštu, kdy je v prostředí vysoká koncentrace cukrů. U 
mitochondrií zůstala také zachována přítomnost mitochondriální DNA, která je součástí 
mimojaderné genetické informace [17, 18]. 
2.1.3.5 Endoplazmatické retikulum 
Endoplazmatické retikulum je systém dvojité membrány procházející cytoplazmou, kde tvoří 
propojení mezi cytoplazmatickou a jadernou membránou. I kdyţ je kvasinkové retikulum 
vyvinuto méně, neţ je tomu v exokrinních buňkách vyšších eukaryot, zastává zde stejnou 
funkci. Určuje osud proteinů syntetizovaných v ribozomech, které se nachází jak na povrchu 
endoplazmatického retikula, tak volně v cytoplazmě.  
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Volné ribozomy jsou odpovědny za syntézu proteinů, které jsou uvolňovány do cytosolu, 
jako jsou např. enzymy zapojené do glykolýzy. Proteiny, syntetizované v ribozomech 
vázaných na endoplazmatické retikulum, mohou mít tři moţné cíle: vakuoly, plazmatické 
membrány, nebo sekrece do vnějšího prostředí [17].  
 
2.1.3.6 Golgiho aparát 
Golgiho aparát je sloţen z mnoţství membránových váčků a vezikulí. Jedná se vlastně o 
rozšíření endoplazmatického retikula. Transportní vezikuly dopravují proteiny uvolněné z 
retikula do váčků Golgiho aparátu. Golgiho aparát plní dvojí funkci. Je odpovědný za 
posttranslační glykosylaci proteinů, které poté nasměruje pomocí specializovaných váčků buď 
do vakuol, nebo do plazmatické membrány [17].  
 
2.1.3.7 Vakuoly 
Vakuola je kulovitá organela s průměrem 0,3-3 μm, která je obklopena jedinou membránou. 
V závislosti na fázi buněčného cyklu obsahují kvasinky jednu nebo více vakuol. U starších 
buněk vakuola často vyplňuje téměř celý prostor buňky. Před pučením kvasinky se velká 
vakuola rozdělí a některé poté proniknou do vznikající nové buňky. Ostatní se v této fázi 
shromáţdí u protějšího konce buňky, kde vy tvoří jednu nebo dvě velké vakuoly. Vakuolární 
membrána, neboli tonoplast, má stejnou základní strukturu fluidní mozaiky jako ostatní 
plazmatické membrány buněk, ale je pruţnější a poněkud odlišného chemického sloţení. Ve 
vakuolách se nachází velké mnoţství enzymů, jako jsou hydrolázy, ribonukleázy, esterázy a 
většina proteáz, které jsou odpovědny za přeměnu buněčných proteinů a autolýzu samotné 
kvasinky po její smrti. Vakuoly tak mohou být chápány a přirovnány k lysozomům. Druhou 
funkcí vakuol je skladování metabolitů před jejich pouţitím buňkou. Skladují značné 
mnoţství draselných iontů, purinů a aţ čtvrtinu aminokyselin z jejího celkového buněčného 
poolu.  
Endoplazmatické retikulum, Golgiho aparát a vakuoly lze povaţovat za sloţky vnitřních 
buněčných membrán, souhrnně označované jako vakuom, které se účastní toku glykoproteinů 
a jejich vylučování nebo skladování [9, 17].  
2.1.4 Výţiva kvasinek 
2.1.4.1 Zdroje uhlíku 
Glukóza s fruktózou tvoří základní uhlíkaté zdroje pro růst a rozmnoţování kvasinek 
v hroznovém moštu. Pro dosaţení adekvátního mnoţství ethanolu po prokvašení vinného 
moštu, tedy 10 aţ 13% objemových, je zapotřebí 170 aţ 220 g/l cukru. Toto mnoţství ve 
vinném moštu však můţe dosahovat mnohem vyšších hodnot a při produkci sladkých vín je to 
aţ 350 g/l. Kromě toho mohou být v malém mnoţství (0,1 aţ 5 g/l) v moštu obsaţeny také 
pentózy, které nemohou být utilizovány S. cereviseae, ale některé z dalších rodů kvasinek 
jsou s to tento substrát fermentovat. Příliš vysoký obsah cukrů můţe značně komplikovat 
samotné kvašení a mnoţství cukru v moštu můţe ovlivnit druhovou skladbu kvasinek [17].  
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Kvasinky v moštu jsou vystaveny hypertonickému prostředí, které odvádí část vody 
z buněk a sniţuje tak turgor a dostupnost vody pro metabolické pochody. Případně dochází 
také k inhibici substrátem, kdy při vysoké hladině cukrů je snaha současné vazby několika 
molekul glukózy zároveň, coţ vede k blokaci transportních mechanismů. Při vysoké počáteční 
koncentraci cukrů je tedy vyuţíváno tzv. low affinity systému, který disponuje mechanismy 
pro jejich příjem a má tak zásadní význam během lag fáze. Naopak utlumený high affinity 
systém je výhodný při počínajícím nedostatku glukózy ke konci fermentace, kdy low affinity 
systém jiţ nedokáţe transportovat dostatečné mnoţství substrátu. I přes vysokou koncentraci 
cukru tak můţe docházet k potlačení fermentace, ještě před dosaţením potřebné koncentrace 
ethanolu, který tvoří přirozenou bariéru pro většinu neţádoucích organismů. Tyto jsou poté 
schopny kolonizovat mošt s nízkým obsahem alkoholu a vysokou koncentrací sacharidů a 
svým nárůstem negativně ovlivnit výrobek. Dalším jevem, který negativně ovlivňuje aktivitu 
transportního systému pro hexózy je vyčerpání zásob dusíku během fermentace [19, 20]. 
2.1.4.2 Zdroje dusíku 
Kvasinky vyţadují dostatečný přísun vyuţitelného dusíku během alkoholového kvašení, aby 
se zabránilo stresu, který můţe vést k neúplnému prokvašení cukrů a vzniku neţádoucích 
chuťových a vonných látek.  
Dusík je nezbytný pro kvasinkové buňky kvůli syntéze proteinů. Samotné proteiny však 
kvasinky vyuţít ve svůj prospěch nemohou, protoţe nejsou vybaveny příslušnými enzymy pro 
jejich hydrolýzu. 
Typ půdy, hnojení, mnoţství sráţek a vyzrálost hroznů jsou hlavními aspekty ovlivňující 
obsah dusíku v hroznech. Kvasinkami vyuţitelný dusík v hroznech je tvořen amoniakem ve 
formě amonných iontů a aminokyselin, z nichţ největší význam mají glutamin a glutamová 
kyselina [21-23]. Nízký obsah dusíku je spojen se sníţenou buněčnou aktivitu, a tedy nízkým 
výnosem biomasy. Nízká koncentrace dusíku je spojena také s moţným vznikem sirných 
sloučenin - sirovodíku, merkaptanu a síru obsahujících esterů kyseliny octové. Jeho výrazný 
přebytek a nevhodná suplementace je spojena s nevyváţenou tvorbou některých aromatických 
sloučenin.  
V nejhorším případě vede nedostatek vyuţitelného dusíku k zastavení fermentace. To je 
způsobeno tím, ţe poločas transportních proteinů pro sacharidy je přibliţně šest hodin a jsou 
pravidelně degradovány, coţ znamená, ţe nové proteiny musí být průběţně syntetizovány. 
Není-li k dispozici dostatek vyuţitelného dusíku pro syntézu aminokyselin a následnou 
syntézu proteinů, nemohou být transportní proteiny produkovány a cukr tedy nemůţe být 
buňkou utilizován. Nicméně, ke kompletnímu zastavení syntézy transportních proteinů 
dochází aţ po dvoudenní depleci dusíku. 
Přídavek dusíkatých látek do moštu má tedy významný vliv na rychlost prokvašení. 
Sloţení dusíkatých látek v moštu ovlivňuje kromě samotné fermentace také výskyt 
aromatických látek, ethanolu, glycerolu a neţádoucích sloţek [24-27].  
2.1.4.3 Další látky 
Vitaminy, obsaţené ve vinném moštu, působí jako růstové faktory, podílející se na 
metabolismu kvasinek. Některé vitaminy jsou syntetizovány kvasinkami samotnými a některé 
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musí být získány z média. Hroznový mošt má obvykle dostatečný přísun vitaminů pro 
fermentaci, ale za určitých podmínek můţe dojít k jejich nedostatku. Nejdůleţitějšími 
vitaminy pro výţivu kvasinek jsou biotin, thiamin a pantothenát. Jejich nedostatek nemusí 
nutně negativně ovlivnit fermentaci, avšak jejich suplementace při podezření na nedostatek 
můţe mít pozitivní vliv na kvalitu vína.  
Z minerálních látek plní významnou roli zejména draslík, který ovlivňuje rychlost příjmu 
glukózy a jeho nedostatek můţe být spojen s pomalým kvašením a se sníţenou 
ţivotaschopností buněk během fermentace [17, 28]. 
 
2.2 Rozmnoţování kvasinek 
2.2.1 Vegetativní rozmnoţování 
Většina rodů kvasinek se vegetativně rozmnoţuje pučením. Pučení je zahájeno v době, kdy je 
dosaţeno kritické velikosti mateřské buňky a současně dochází ke zvýšené syntéze DNA. 
Během pučení vzniká malá dceřiná buňka, tzv. pupen, který je spojen s mateřskou buňkou. 
V tomto místě dojde k oslabení buněčné stěny a pupen je vytvořen protlačením oslabeného 
místa turgorem v buňce. Kanálkem mezi oběma buňkami dochází k transportu sloţek 
cytoplasmy, organel a jaderného materiálu. Během pučení dochází k několikerému dělení 
vakuol a ke změně tvaru mitochondrií. Před počátkem pučení dochází k rozsáhlým změnám v 
uskupení buněčných organel. 
Membrány endoplazmatického retikula splývají a dochází k jeho dělení. Zároveň dochází 
k mitotickému dělení jádra, které poté prostupuje kanálkem do dceřiné buňky. K ukončení 
pučení dochází po vytvoření buněčné stěny mezi mateřskou a dceřinou buňkou a zvětšení 
velikosti pupenu. Pučení nemusí nutně následovat okamţité oddělení dceřiné buňky, ale 
vzájemné spojení můţe trvat několik dní. Po separaci buněk zůstává na povrchu mateřské 
buňky tzv. jizva. Ta zůstává i na povrchu buňky dceřiné. Z počtu jizev lze stanovit buněčné 
stáří [9, 29]. 
2.2.2 Pohlavní rozmnoţování 
Vedle vegetativní reprodukce se u většiny kvasinek vyskytuje i pohlavní rozmnoţování. K 
pohlavnímu rozmnoţování dochází u kvasinek řadících se do třídy Askomycetes a 
Basidiomycetes.  Výsledkem pohlavního rozmnoţování jsou pohlavní spory, kdy většina 
kvasinek vytváří jako pohlavní spory askospory (endospory), kulovitého nebo elipsoidního 
tvaru. Basidiomyceta vytváří na basidiu vnější exospory, tzv. basidiospory. 
Během pohlavního rozmnoţování dochází ke konjugaci dvou haploidních buněk a ke 
spájení jader (karyogamie) za vzniku diploidního jádra (zygota). Následně dochází k 
meiotickému dělení, kdy vzniknou čtyř haploidní jádra, která mohou být základem pro 
pohlavní spory, nebo jsou dělena další mitózou, po které vznikají spory. Haploidní a diploidní 
fáze se v ţivotním cyklu kvasinek střídají [9, 30]. 
 16 
 
2.3 Kvasinky účastnící se kvasného procesu 
2.3.1 Rod Brettanomyces 
Asporogenní rod kvasinek (sporulující stádium je Dekkera), tvořící ogivální buňky a 
produkující kyselinu octovou z glukózy pouze za aerobních podmínek. Způsobují kaţení piva, 
vína, nealkoholických nápojů a mléčně kvašené zeleniny. Dekkera bruxellensis se podílí na 
vzniku biogenních aminů v červených vínech. Z pozitivních vlastností rodu vyniká především 
tvorba sloţek, typických pro vína typu Bordeaux, kdy jsou výrazně vytvářeny aromatické 
látky kouřových a kořeněných tónů [8, 11]. 
2.3.2 Rod Candida 
Tento rod byl popsán roku 1923 a od té doby prošel mnohými změnami v definici a sloţení. 
Candida je povaţována za heterogenní taxon, který můţe být rozdělen do 40 segmentů, 
obsahující 3 hlavní skupiny, zaloţené hlavně na sloţení mastných kyselin a elektroforetické 
karyotypizaci.  
Rozmnoţuje se multilaterálním pučením a můţe tvořit velmi výrazné pseudomycelium. 
Představují významnou mikrobiologickou sloţku obsaţenou v moštech a vínech. Jsou 
schopny fermentovat širokou řadu sacharidů, avšak některé druhy jsou schopny zkvašovat 
pouze glukózu. Schopnost fermentace však nedosahuje hodnot jako u kvasinky S. cerevisiae 
[8, 30, 31]. 
2.3.3 Rod Hanseniaspora 
Apikulátní kvasinky, jejichţ amorfním stádiem je Kloeckera spp., vyznačující se bipolárním 
pučením a citronovitým tvarem buněk. V ascích se nachází dvě aţ čtyři spory nejčastěji 
kulatého, polokulatého nebo kloboukovitého tvaru. 
Patří mezi výrazně zastoupené rody kvasinek na povrchu hroznů a poté tedy i v moštu a 
významně se tak podílí na zahájení fermentace vína a výsledném charakteru vín. V některých 
případech mohou přetrvat kvasinky po celou dobu fermentace, kdy mohou dokonce přečíslit 
Saccharomyces cerevisiae. 
Hanseniaspora pozitivně přispívá charakteru vína díky produkci esterů, glycerolu a 
acetoinu. Nicméně je také schopna oxidovat ethanol na kyselinu octovou a vytvářet neţádoucí 
estery. Jejich masivní nárůst v počáteční fázi fermentace také můţe vyčerpat ţiviny, coţ poté 
vede ke zhoršenému dokvašování. Druh Hanseniospora uvarum je schopna tvořit killer toxin, 
který působí letálně na některé citlivé druhy S. cerevisiae [8, 11, 30, 32].  
2.3.4 Rod Issatchenkia 
Zástupci tohoto rodu tvoří pseudomycelium a mnoţí se multilaterální pučením. V případě 
pohlavního rozmnoţování vzniká jedna aţ čtyři askospory. Buňky jsou kulovité aţ elipsoidní. 
Na povrchu kapalin mohou vytvářet typické koţovité blanky. Zahrnuje některé druhy, které 
byly dříve řazeny k rodu Pichia [8, 10]. 
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2.3.5 Rod Kluyveromyces 
Původně byly druhy rodu zařazovány do rodu Saccharomyces. Vzhledem k odlišným 
morfologickým a fyziologickým vlastnostem však byly vyčleněny jako samostatný rod. 
Nepohlavně se rozmnoţují multilaterálním pučením, během pohlavního rozmnoţování se 
vytvoří askus, ve kterém jsou dvě a více spor. Vzniklé askospory bývají kulovitého aţ 
ledvinovitého tvaru. 
Kluyveromyces spp. produkují β-galaktosidázu a jsou schopny utilizovat cukry, včetně 
laktózy [8, 10, 30]. 
2.3.6 Rod Pichia 
Na tuhých médiích vytváří bílé aţ krémové kolonie. Buňky jsou nejčastěji vejcovitého, 
cylindrického nebo elipsoidního tvaru. V rámci kvasinek vyniká rod největším počtem druhů. 
Rozmnoţuje se multilaterálním pučením a během pohlavního rozmnoţování je tvořen askus, 
který nejčastěji obsahuje čtyři spory kloboukovitého nebo saturnovitého tvaru. Můţe být 
vytvořeno pseudomycelium a artrospory. Vyznačuje se velmi slabými kvasnými schopnostmi 
a kromě glukózy nejsou jeho zástupci s to zkvašovat ţádný jiný cukr. Kromě vína se mohou 
také vyskytovat jako kontaminanty v pivu, ovocných šťávách, výrobcích studené kuchyně i 
v mléčně kvašené zelenině. Pichia spp. na povrchu kapalin často tvoří křísovité filmy a 
blanky bílé barvy a moučného vzhledu. Za určitých podmínek jsou některé její druhy schopny 
produkovat killer toxin, zamezující růstu kvasinkám rodu Brettanomyces [8, 30, 31, 33]. 
2.3.7 Rod Rhodotarula 
Rod Rhodotorula je anamorfním stádiem basidiomycet. Mnoţí se multilaterálním pučením a 
patří k rodům nazkvašujícím cukry. Kolonie jsou vybarveny do růţových aţ červených tónů 
díky obsahu karotenoidních barviv, coţ jsou pigmenty nerozpustné ve vodě a rozpustné 
v tucích, které ochraňují buňku před účinky ultrafialového záření. Ve víně mohou na povrchu 
tvořit slizovitou blanku [8, 10, 30]. 
2.3.8 Rod Saccharomyces 
Technologicky nejdůleţitější rod kvasinek, a to nejen ve vinařství, ale také v pivovarnictví, 
lihovarnictví a pekařství, kde je vyuţíváno především druhu S. cerevisiae. Tato kvasinka 
snadno zkvašuje glukózu, sacharózu, maltózu nebo galaktózu, není však schopna utilizovat 
laktózu jako zdroj uhlíku. Nejčastěji tvoří krátce elipsoidní, vejčité nebo protáhlé buňky. 
Mnoţí se multilaterální pučením a vytváří typické sférické spory umístěné v asku. S. 
cerevisiae byla prvním druhem kvasinek, který byl popsán a je vůbec nejprostudovanějším 
druhem kvasinek, díky čemuţ slouţí jako modelový organismus pro studium biochemických 
a molekulárně biologických procesů [8, 9, 12].  
2.3.9 Rod Schizosaccharomyces 
V asku jsou vytvářeny čtyři aţ osm spor fazolovitého tvaru. Nepohlavně se rozmnoţují 
dělením. Rod je uváděn jako jediný vzdálený příbuzný pravých kvasinek. Buňky jsou 
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cylindrického, kulovitého aţ vejcovitého tvaru. Jsou schopny zkvašovat glukózu, sacharózu a 
maltózu. Typickou vlastností rodu, uplatnitelnou při výrobě vín, je jeho schopnost degradovat 
téměř veškerou kyselinu jablečnou obsaţenou v moštu [8, 11, 31].  
2.3.10 Rod Zygosaccharomyces 
V asku jsou vytvářeny spory fazolovitého tvaru. Pro zástupce rodu je typické multilaterální 
pučení. Zástupci rodu jsou schopni tvořit pseudomycelium. Z hlediska vinařství je rod 
problematický a chápán spíše jako kontaminant, vzhledem k jeho časté přítomnosti ve 
sladkých a šumivých vínech. Největší komplikací je především produkce značného mnoţství 
kyseliny octové ve vínech, kde mohou buňky růst a mnoţit se díky své vysoké rezistenci vůči 
ethanolu. Jsou také schopny růstu ve vysoce viskózním prostředí a za přítomnosti vysokých 
koncentrací konzervačních látek a siřičitanů [8, 11, 31]. 
2.3.11 Vliv kvasinek na kvasný proces při výrobě vína 
Kvalita hroznů, které slouţí pro výrobu, hraje důleţitou roli pro tvorbu aromatického profilu 
finálního produktu, nicméně nejdůleţitější roli zde hrají právě kvasinky, jejichţ přičiněním 
vzniká široké spektrum sloučenin, ať uţ majoritních, jako jsou alkoholy, estery a mastné 
kyseliny, tvořící páteř chuti vína, tak i sloţek zastoupených v poměrně nízkých koncentracích, 
jako jsou diacetyl, acetonin, sloučeniny síry a další, které však tvoří důleţité nuance[34].  
Konverze sacharidů, obsaţených ve vinném moštu představují zásadní charakteristiku při 
výrobě vína. Mikroorganismy, ať uţ kvasinky, bakterie, nebo plísně, představují zásadní 
sloţku celého procesu. Jejich sloţení a vzájemné interakce ovlivňují kvalitu hroznů jak před 
sběrem, tak i následně během jejich zpracování.  
Diverzita a sloţení kvasinkové populace má zásadní vliv na senzorický charakter vína. 
Přestoţe Saccharomyces cerevisiae hraje zásadní roli při fermentaci hroznového moštu, 
významný nárůst dalších druhů kvasinek tvoří důleţitý aspekt kvality vína, vzhledem k jejich 
nezanedbatelnému vlivu jak na počáteční fázi fermentace, tak na chemické sloţení a tedy i 
organoleptické vlastnosti výsledného produktu. K nejdůleţitějším rodům, podílejících se na 
tomto procesu patří Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kloeckera, 
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Schizosaccharomyces, Torulaspora a 
Zygosaccharomyces. Druh S. cerevisiae se však na hroznech vyskytuje ve velmi nízkých 
počtech [31, 35]. 
Kvasinky nepatřící do rodu Saccharomyces, ale které se účastní kvasných procesů, 
představují snadnou cestu ke zlepšení komplexnosti a zvýšení specifické charakteristiky vína. 
Význam kvasinek, pocházejících z jiných rodů, spočívá zejména v produkci značného 
mnoţství rozmanitých sloučenin, které mohou výrazně ovlivňovat kvalitu a vlastnosti vína. 
Mimo jiné mohou finální kvalitu vína ovlivňovat i synergické interakce mezi různými druhy 
kvasinek.  
Dříve platil předpoklad, ţe kvasinky jiných rodů neţ Saccharomyces hynou brzy po 
začátku kvašení, vzhledem ke stoupající koncentraci ethanolu. Mnohé práce přináší důkazy o 
tom, ţe tyto mohou přeţívat a aktivně se podílet na kvasných procesech téměř po celou dobu 
procesu fermentace [36-38]. 
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Povrch hroznů běţně osídluje široká paleta plísní, bakterií a kvasinek. Nezralé bobule 
hroznů obsahují na svém povrchu velmi malé mnoţství kvasinek, čítající desítky aţ tisíce 
KTJ/g. Toto číslo se s postupným dozráváním zvyšuje aţ na 106 KTJ/g, kdy se cukry 
dostávají k povrchu slupky a zprostředkovávají tak kvasinkám nezbytnou výţivu. Také při 
poškození bobulí, kdy je rozrušena slupka, tvořící bariéru mezi vnějším a vnitřním 
prostředím, dochází k masivnímu nárůstu kvasinek, který je doprovázen také nárůstem plísní 
a bakterií octového a mléčného kvašení. Samotné S. cerevisiae se na povrchu vyskytují zřídka 
a mnoţství pouze do 100 KTJ/g bobulí. V čerstvém moštu se pak mnoţství kvasinek pohybuje 
v rozmezí 103 aţ 105 KTJ/ml [38].  
Chemické sloţení hroznového moštu nicméně představuje kultivační médium, jehoţ 
vlastnosti jsou daleko od optimálních pro většinu mikroorganismů. Po inokulaci se musí 
kvasinkové buňky adaptovat na nové prostředí s nízkým pH (2,9-3,8), vysokou osmolaritou 
díky obsahu zkvasitelných cukrů (i kolem 300 g/l) a v některých případech také na vyšší 
obsah siřičitanů (40 – 100 mg/ml) [39]. Samotný proces fermentace je pak moţno popsat 
třemi fázemi – lag fází, fází exponencionálního růstu a stacionární fází. V lag fázi dochází 
k nezbytné adaptaci na podmínky média. V druhé fázi, exponencionální, se rapidně zvyšuje 
mnoţství biomasy, kdy kvasinky v moštu dosahují značných počtů (106 aţ 108 KTJ/ml) 
vytvoří asi třetina celkového ethanolu a převáţnou část glycerolu. Zbývající část ethanolu je 
produkována ve stacionární fázi fermentace. Zde také dochází k dotvoření aromatického 
profilu a charakteru konečného produktu [2].   
Za hlavní faktor, který ovlivňuje úspěšnost růstu a mnoţení ostatních rodů kvasinek během 
fermentace, je povaţována především produkce ethanolu kvasinkou S. cerevisiae. Další druhy 
(Candida, Hanseniaspora, Pichia, Kluyveromyces ad.), běţně nalezené v hroznové šťávě jak 
u spontánní, tak u řízené fermentace, nejsou tolerantní k vyšším koncentracím ethanolu a 
v prvních 2-3 dnech, kdy koncentrace ethanolu dosáhne 5-7%, se jejich počty výrazně sniţují 
a jejich mnoţství prudce klesá. U některých druhů je však moţno úpravou fermentačních 
podmínek, především sníţením teploty, dosáhnout delší ţivotaschopnosti i za vyšších hodnot 
ethanolu a podílet se spolu se S. cerevisiae na dokvašení moštu a na finálních 
organoleptických vlastnostech vína [40, 41].   
Kromě mnoţství ethanolu jsou ostatní druhy kvasinek také více citlivé na nedostatek 
kyslíku, a tak výrazný nárůst S. cerevisiae a s tím spojený úbytek kyslíku, vede 
k významnému potlačení ostatní kvasinkové mikroflóry [42]. Naopak kvasinky, účastnící se 
počáteční fáze fermentace mohou ochuzovat Saccharomycety o důleţité ţiviny a vitaminy a 
negativně tak ovlivňovat jejich růstový profil. Tyto kvasinky však mohou po svém úhynu a 
autolýze představovat významný zdroj potřebných ţivin a aminokyselin pro úspěšný průběh 
další fermentace [43]. Vedle tvorby ethanolu, sníţení obsahu kyslíku a ţivin, mohou svým 
nárůstem kvasinky také zabraňovat kontaminaci moštu dalšími mikroorganismy tvorbou 
specifických metabolitů, které inhibují růst neţádoucí mikroflóry. Peptidy, proteiny 
glykoproteiny, mezi které patří killer toxin a některé enzymy, mohou poškozovat růst a 
mnoţení konkurenčních druhů, citlivých na tyto látky [44]. Nemalý vliv na aromatický profil 
vín má také obsah a sloţení volných aminokyselin, které jsou ve velké míře uvolňovány 
během autolýzy kvasinek. Volné aminokyseliny tvoří pool 28-39 % z celkového dusíku ve 
vinném moštu [45]. Kromě kvasinek samotných se na organoleptických kvalitách podílejí 
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také mnohé další faktory, počínaje samotnou odrůdou, přes geografickou polohu, pěstební 
postupy, počasí, mikrobiologii, aţ po samotný proces kvašení moštu a školení vína [4]. 
Jako mikroorganismy účastnící se kvasného procesu mohou být pouţity buď komerční 
kmeny, nebo se vyuţívá mikroflóra, která je přítomna přímo na bobulích a listech révy. 
Během spontánní fermentace se rodové zastoupení a počty kvasinek velmi často mění. Můţe 
také docházet ke kompetici přítomných kvasinek s plísněmi, bakteriemi octového a mléčného 
kvašení a viry, které tvoří přirozenou mikroflóru bobulí, listů a půdy. Metabolity těchto 
společenstev, vzniklé během kvašení moštu mohou představovat substráty pro výţivu 
ostatních buněk. Interakcí těchto mikrobiálních společenstev je vytvářen synergický efekt, 
během něhoţ dochází k tvorbě aromatických sloučenin, kterých by nebylo moţné dosáhnout 
při smíchání různých moštů zakvašených jednotlivými druhy. Při dnešní produkci je však 
právě nejčastěji vyuţíváno inokulace čistými a specifikovanými kvasinkovými kulturami. 
Výběr těchto kultur je dnes nepřeberný a tak je moţno je pouţít v závislosti na poţadavcích 
kladených na konečný produkt fermentace. Komerční kmeny kvasinek jsou tedy připravovány 
pro optimální vedení kvasného procesu a vysoký počet buněk, pouţitých při inokulaci moštu 
(obvykle 10
6
-10
7
 / ml moštu), zaručuje ve většině případů neměnné sloţení mikroflóry po 
celou dobu fermentace [31, 46, 47].  
2.4 Studium DNA kvasinek 
2.4.1 Izolace DNA kvasinek 
Izolace DNA ve vysoké kvalitě je základním předpokladem řady molekulárně biologických 
metod. Kromě odběru, uchování a stabilizace vzorku patří lyze buněk a purifikace nukleových 
kyselin ke klíčovým krokům celé analýzy. Nedokonalá purifikace můţe negativně ovlivnit 
výsledek PCR. 
2.4.1.1 Fenolová extrakce 
Izolace nukleových kyselin z biologických vzorků pomocí fenol-chloroformové extrakce stále 
tvoří zlatý standard v molekulárně biologických metodách. Poprvé byla izolace nukleových 
kyselin popsána jiţ v 50. letech 20. století. 
Vlastní fenolové extrakci předchází lyze matrice pomocí detergentů a enzymů za účelem 
rozrušení buněk a uvolnění nukleových kyselin. Standardně je vyuţíváno SDS spolu s 
lysozymem s proteinázou K. Následně je vzorek smíchám se směsí fenolu, chloroformu a 
isoamylalkoholu. Vzhledem k tomu, ţe chloroform je organické rozpouštědlo, nedochází tak 
k jeho mísením s vodným roztokem buněčného lyzátu. Směs se tedy rozdělí na dvě fáze – 
horní vodnou a dolní chloroformovou. Protřepáváním směsi dochází k mísení fází, při kterém 
fenol sráţí proteiny přítomné ve vodném lyzátu. Izoamylalkohol zvyšuje rozpustnost fenolu v 
chloroformu, takţe po skončení protřepávání přejde fenol do chloroformové fáze. Tato směs 
je následně centrifugována a na rozhraní mezi fázemi se obvykle objeví bílý prstenec, tvořený 
sraţenými proteiny. V horní vodné fázi jsou obsaţeny nukleové kyseliny. Následně je tato 
fáze přenesena do nové mikrozkumavky, do které je opět přidána směs fenol-chloroform-
izoamylakohol a celý proces se opakuje, dokud se na rozhraní nepřestane po centrifugaci 
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objevovat bílá sraţenina tvořená proteiny. Z purifikované frakce jsou nukleové kyseliny 
vysráţeny přidáním ethanolu, ve kterém se téţ rozpustí i zbytky solí. Po odpaření ethanolu 
jsou purifikované nukleové kyseliny rozpuštěny ve vodě nebo v jiném vhodném pufru. 
Vzhledem k tomu, ţe je více neţ 90% nukleových kyselin v buňkách tvořeno RNA, je moţno 
ji odstranit pomocí enzymu RNázy. Postup purifikace se poté opakuje, aţ je získána čistá 
DNA [48-50]. 
2.4.1.2 Izolace a purifikace za použití komerčních kitů 
Komerční kity představují časově a přístrojově nenáročnou metodu izolace nukleových 
kyselin, při zachování dostatečného výtěţku a čistoty extrahovaného produktu. Tyto kity 
obvykle obsahují veškeré roztoky a materiály nezbytné pro úspěšnou izolaci. Pro zpracování 
je pak pouze nutné základní laboratorní vybavení, čítající mikropipety a centrifugu. Jedním 
z široké nabídky setů je UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit, pouţitý pro izolaci 
kvasinkové DNA v rámci praktické části práce. Prvním krokem je oddělení buněk od 
kultivačního média pomocí centrifugace, během které dojde k oddělení buněk od 
supernatantu. Po odstranění supernatantu je k buňkám přidán pufr, obsahující soli, ve kterém 
je peleta rozsuspendována a který zajišťuje výhodné podmínky pro následnou lýzu. Ta je 
provedena přídavkem SDS který rozrušuje kompaktnost cytoplazmatické membrány. 
Přítomnost křemičitého písku, který plní mechanickou funkci, přispívá k rozrušení buněčných 
obalů. Těmito postupy jsou makromolekuly uvolněny do roztoku a po následné centrifugaci 
odděleny jako součást supernatantu od rozrušených buněčných obalů, usazených na dně 
mikrozkumavky. Získaný supernatant je dále přesráţen a jsou z něj odstraněny neţádoucí 
sloţky, které mohou ovlivňovat proces PCR. V následujícím kroku je DNA navázána na 
křemičitou membránu v kolonce a ostatní sloţky jsou odcentrifugovány. Přídavkem ethanolu 
jsou z kolonky odmyty zbylé neţádoucí látky. Na závěr je DNA z  křemíkové membrány 
uvolněna přídavkem elučního pufru [51].  
2.4.1.3 Adsorpce na silikát 
Adsorpce nukleových kyselin na silikát v přítomnosti chaotropních solí, jako je guanidinium 
thiocyanát, je základním procesem pro řadu extrakčních postupů. K lyzované matrici jsou 
přidány chaotropní soli spolu se silikátovými částicemi. Jejich vzájemnou interakcí dojde 
k vazbě nukleové kyseliny na částici. Ostatní neţádoucí sloţky jsou promyty a 
centrifugovány.  Nukleové kyseliny jsou poté eluovány pomocí příslušného pufru. 
Selektivního vychytávání nejen DNA, ale také RNA, je dosaţeno pouţitím příslušných pufrů 
a modifikací křemičitých částic. Metodu vazby na silikát je moţno modifikovat a 
miniaturizovat do podoby např. mikrofluidních čipů [52, 53].   
2.4.2 PCR 
Technika polymerázové řetězová reakce (polymerase chain reaction) byla vyvinuta v roce 
1983 Kary Mullisem a vycházela ze studií Har Gobind Khorana z konce 60. a počátku 70. let 
20. století. PCR je nyní běţnou a široce vyuţívanou technikou v celé řadě odvětví pro různé 
aplikace (lékařství, molekulární biologie) [54].  
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Původně pouţívaná DNA polymeráza byla extrahována z bakterie Escherichia coli. Tato 
polymeráza je však termolabilní, a tudíţ musely být přidány čerstvé alikvotní části enzymu 
ručně na začátku kaţdého cyklu. Tento problém byl vyřešen pouţitím termostabilního 
enzymu bakterie Thermus aquaticus, která byla izolována z horkých pramenů, kde přeţívala a 
mnoţila se při extrémně vysokých teplotách. DNA polymeráza, získaná z této bakterie, u 
které nedocházelo k rychlé inaktivaci při vysokých teplotách, byla schopna dokončit celou 
reakci. Protoţe enzym byl izolován z termofilního organismu, fungoval optimálně při teplotě 
kolem 72 °C, coţ umoţňuje syntézu DNA. Vyšší teplota umoţňuje zkopírování templátové 
DNA s vyšší přesností díky větší stringenci vazby primeru. Dalším benefitem vyšší teploty při 
PCR je eliminace vzniku nespecifických produktů, kterými trpěly dřívější pokusy o PCR 
amplifikaci s polymerázou pocházející z E.coli [54, 55].  
PCR (Obrázek 2) je jednoduchá enzymatická metoda, která umoţňuje amplifikovat in vitro 
poţadovaný specifický úsek DNA. Podstatou PCR je cyklicky se opakující syntéza určitého 
úseku DNA ve směru 5´ → 3´prostřednictvím termostabilní DNA polymerázy. K vybraným 
úsekům komplementárních vláken denaturované DNA se hybridizují (připojují) krátké 
syntetické oligonukleotidy (primery), od nichţ probíhá syntéza nového řetězce DNA [56]. 
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Obrázek 2 Schématické znázornění průběhu polymerázové řetězové reakce [57]. 
 
Jak bylo naznačeno, proces PCR zahrnuje pravidelně se střídající kroky, během nichţ 
probíhají tři odlišné děje s různými nároky na teplotu: 
• Denaturace dvouřetězcových molekul DNA (94 °C) 
• Připojení primerů k odděleným řetězcům DNA (50-65 °C) 
• Syntéza nových řetězců DNA prostřednictvím DNA polymerázy (65-75 °C) 
Před samotným začátkem reakce se běţně zařazuje tzv. počáteční denaturace, která 
zajišťuje dokonalé oddělení vláken dsDNA. Tento krok většinou trvá několik minut při 94 °C.  
Teplota a čas nezbytný pro hybridizaci primerů k vláknu DNA jsou odvislé od sloţení, 
délky a koncentrace primerů. Rozdíl několik málo stupňů můţe významným způsobem 
ovlivnit vznik specifického a nespecifického PCR produktu. 
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Elongace probíhá typicky při teplotě 72 °C, coţ je optimální teplota pro funkci Taq 
polymerasy. 
Elongace probíhající po dobu 1 minuty, je dostatečná pro vytvoření nového vlákna o délce 
aţ 2 kb. 
Běţně se pro PCR reakci uvaţuje objem 10-100 μl, ačkoliv díky nástupu 
nanotechnologických aplikací a miniaturizace je moţno tuto reakci provádět v řádově niţších 
objemech. Teoreticky je moţno z jedné molekuly DNA vytvořit několik miliard nových PCR 
produktů, prakticky je moţno dosáhnout pouze určitého počtu amplikonů.  
Hranici počtu amplikonů tvoří tzv. plató fáze, za kterou uţ není moţné získat další 
amplikony ,  a to z toho důvodu, ţe je koncentrace vytvořených amplikonů jiţ příliš vysoká a 
inhibuje tak vznik nových molekul. Další omezení mnoţství získaných amplikonů jsou dány 
mnoţstvím reagencií, pokud dojde k jejich vyčerpání [58, 59].  
 
Pro úspěšnou amplifikaci poţadovaného PCR produktu je nezbytná součinnost 
následujících komponentů: 
 Templátová DNA – DNA ve vzorku obsahující cílovou sekvenci, která má být 
amplifikována. Na počátku reakce (počáteční denaturace) musí být pouţito delšího 
záhřevu, aby došlo k dokonalému oddělení vláken dvoušroubovice, na které mohou 
v následujícím kroku nasednout příslušné primery. 
 
 Reakční pufr – směs chemikálií udrţující stabilní pH a iontovou sílu směsi pro 
optimální účinnost polymerázy a specifické nasedání primerů. 
 
 DNA polymerasa – Enzym syntetizující nové vlákno DNA, které je 
komplementární k původnímu ve směru 5´ → 3´ podle sekvence nukleotidů 
v templátové DNA od místa vazby primeru. Nejčastěji pouţívaným enzymem je 
Taq DNA polymeráza, pocházející z termofilní bakterie Thermus aquaticus, ţijící 
v horkých pramenech. Pro udrţení aktivity polymerázy je vyţadována přítomnost 
hořečnatých iontů. 
 
 Primery – Krátké, synteticky připravené úseky jednovláknové DNA, 
komplementární k hledané sekvenci na templátovém vláknu. 
 
Pro návrh primerů platí obecná pravidla: 
délka 18-25 nukleotidů, 
obsah G+C 40 % aţ 60 %, 
rovnoměrná distribuce oblasti bohatých na G/C a A/T páry, 
teplota tání primerů alespoň 50 °C, 
podobná teplota tání u obou primerů, 
specifičnost primerů - na templátové DNA nesmí byt nespecifická vazebná místa, 
absence komplementárních sekvencí v primerech, které by mohly vést k tvorbě 
duplexů, absence vnitřních sekundárních struktur. 
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Koncentrace kaţdého primeru pro jednu reakci se pohybuje mezi 0,1–0,5 μmol. 
Vyšší hodnoty mohou ovlivnit nasedání primerů a tak tvorbu nespecifických PCR 
produktů. Příliš nízká koncentrace naopak můţe zapříčinit nízký výtěţek 
výsledného amplikonu.  
 
 Nukleotidy (dNTP, 3´-deoxynukleosid-5´-trifosfát) – Základní kameny pro výstavbu 
nového řetězce DNA. Ekvimolární mnoţství kaţdého typu nukleotidu (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP) by mělo zaručit úspěšný průběh reakce [50, 58, 59].  
2.4.3 Restrikční analýza 
Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (RFLP) je široce vyuţívaná metoda genetické 
analýzy. Je pouţitelná jak pro detekci mezidruhových variací, tak pro vzájemné odlišení 
jedinců v rámci jednoho druhu. K výhodám PCR-RFLP techniky patří především cenová 
dostupnost a moţnost pouţití základních metod a přístrojů standardně vyuţívaných pro 
molekulárně-biologické metody.  Nevýhodou je poţadavek na specifické endonukleázy a 
moţné obtíţe při přesné identifikaci. Jelikoţ se PCR-RFLP skládá z řady na sebe navazujících 
kroků, je poměrně časově náročná. 
Restrikční endonukleázy jsou sekvenčně specifické enzymy, které štěpí molekuly DNA ve 
specifických nukleotidových sekvencích v závislosti na konkrétním pouţitém enzymu. Jejich 
přirozenou funkcí je odbourávání cizorodé DNA, která je do bakterií vnášena nejčastěji při 
infekci bakteriofágy. Rozpoznávací místa enzymů jsou obvykle tvořena 4 aţ 6 páry bazí. 
Velmi často jsou tyto sekvence palindromatické (dvouvláknová DNA, která má v obou 
vláknech opačně orientovanou sekvenci) a kaţdá restriktáza rozpoznává jedinečnou, pro ni 
specifickou sekvenci. Některé restrikční endonukleázy se vyznačují tzv. uvolněnou specifitou, 
která umoţňuje enzymu štěpit za určitých reakčních podmínek blízce příbuzné sekvence. 
K rozštěpení molekuly DNA dochází hydrolýzou fosfodiesterových vazeb obou řetězců v 
restrikčnim místě. Obecně platí, ţe čím kratší je rozpoznávací sekvence, tím dochází ke 
vzniku většího počtu vznikajících fragmentů. Restrikční enzymy jsou izolovány z široké škály 
bakteriálních rodů a jsou pojmenovány podle prvního písmene rodu, prvních dvou písmen 
druhu, a pořadí objeveného enzymu v dané bakterii. Jsou známy tři typy restrikčních 
endonukleas. V současné době je známo vice neţ 3 500 restrikčních endonukleáz II. typu, 
rozpoznávajících na 160 různých sekvenci. 
 
V závislosti na způsobu, jakým je místo štěpení rozštěpeno, vznikají restrikční fragmenty, 
které mohou být zakončeny: 
• tupými (zarovnanými) konci, 
• 5'-jednořetězcovými přesahujícími konci, 
• 3’-jednořetězcovými přesahujícími konci. 
[51, 59, 60] 
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Tradičně byly kvasinkové izoláty identifikovány podle 80-100 morfologických, 
biochemických a fyziologických kritérií, ale tyto metody jsou pracné a časově náročné. Díky 
metodám molekulární biologie také došlo k úpravám v taxonomii kvasinek a popisu mnoha 
nových rodů a druhů. 
RFLP analýza ITS1-5.8S-ITS2 regionu byla vybrána pro účely identifikace vinných 
kvasinek díky své vysoké rozlišovací schopnosti, relativně snadné manipulaci a vysoké 
reprodukovatelnosti. Ribozomální RNA kvasinek (18S, 25S, 5.8S a 5.0S rRNA) jsou 
kódovány konzervativními sekvencemi genů uloţených v rDNA podjednotce, která tvoří 100-
200 repeticí na 12. chromozomu. Mezi podjednotkami se vyskytují tzv. proměnné 
mezerníkové oblasti nazývané vnitřní přepisovaný mezerník (ITS oblasti). Právě RFLP 
analýza regionu ITS1-5.8S-ITS2 se tedy stalo významnou metodou pro určení kvasinkových 
druhů [5, 7, 61]. 
Pouţitím specifických primerů můţe být pomocí PCR tento segment amplifikován, za 
pouţití specifických restrikčních endonukleáz pak naštěpen a výsledné fragmenty následně 
separovány v agarózovém gelu pomocí elektroforézy. Velikosti restrikčních fragmentů 
vzniklých štěpením PCR amplikonu mohou být pouţity pro druhové odlišení kvasinek. 
Kromě ITS regionu je moţné pro restrikční analýzu kvasinek pouţít také oblastí 
nepřepisovaných mezerníků (NTS), případně intergenových mezerníků (IGS) [62]. 
Sekvence rDNA je důleţitým charakteristickým znakem pouţívaným pro identifikaci, 
taxonomické zařazení a fylogenetickou analýzu. K výhodám identifikace na základně rDNA 
patří především její přítomnost ve všech mikroorganismech, a tedy značná konzervativnost. 
Zároveň přítomnost variabilních oblastí umoţňuje snadné a přesné zařazení v rámci příslušné 
skupiny [63].  
2.4.4 Elektromigrační metody pro detekci DNA fragmentů 
Elektromigrační techniky jsou, vzhledem k jejich analytickému potenciálu, jsou široce 
pouţívány pro stanovení nejrůznějších látek. Tyto techniky umoţňují separaci sloţek 
analyzovaného vzorku díky externímu napětí, vloţenému mezi elektrody, které je zodpovědné 
za elektrokinetické jevy, kterými jsou elektroforéza (pohyb iontů v elektrickém poli) a 
elektroosmóza (průtok kapaliny v kapiláře způsobené elektrickým polem).  
Pro separaci fragmentů DNA se nejčastěji pouţívá agarózová gelová elektroforéza, při 
které se jako prostředí, ve kterém dochází k dělení jednotlivých fragmentů, 
pouţívá agarózový gel. Ten se připravuje z práškové agarózy (polysacharid z mořských řas), 
která je rozvařena spolu s pufrem. Koncentrace agarózy ovlivňuje propustnost fragmentů 
DNA a je tedy určující pro přesnost separace. Elektroforéza v agarózovém gelu je 
nejjednodušším způsobem separace fragmentů DNA v rozmezí velikostí od 100 bp do 25 kb.  
Fosfátová kostra molekuly DNA je záporně nabita, a pokud je umístěna v elektrickém poli, 
DNA fragmenty migrují ke kladně nabité anodě. Vzhledem k tomu, ţe DNA vykazuje 
jednotný poměr hmotnosti ku náboji, jsou její molekuly odděleny podle velikosti v 
agarózovém gelu tak, ţe vzdálenost, kterou urazí, je nepřímo úměrná logaritmu její 
molekulové hmotnosti Separované molekuly nejsou pouhým okem viditelné a je třeba je po 
elektroforéze vizualizovat. Pro vizualizaci separovaných fragmentů DNA pomocí gelové 
elektroforézy se pouţívají tzv. interkalační barviva, nejčastěji ethidium bromid. Toto 
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interkalační barvivo mění stupeň superhelicity DNA a nutí tak dvoušroubovici se odvinout. V 
místě odvinutí dochází k vmezeření ethidiového iontu. Výsledné fragmenty DNA lze 
zviditelnit po ozáření UV světlem v transluminátoru, kde je patrná fluorescence fragmentu 
DNA, který se jeví jako prouţek (band) v gelu a jeho koncentrace je úměrná intenzitě těchto 
prouţků. Velikost molekuly DNA nebo jejího fragmentu o neznámé velikosti lze stanovit 
srovnáním jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivostí molekul nebo 
fragmentů DNA o známé velikosti, které se označují jako hmotnostní standardy. Výhody 
konvenční agarózové gelové elektroforézy zahrnují minimální poţadavky na drahé vybavení a 
také nízké náklady na komponenty pro přípravu gelů. Nevýhodou je naopak časová náročnost 
a v některých případech nedostatečné rozlišení. Optimalizací času, hustoty gely a přiváděného 
proudu a napětí však umoţňuje rozlišení výrazně zlepšit [59, 64].  
2.5 Chemický rozbor vína 
Kvasinky svým metabolismem nevytváří pouze chuťové a aromatické látky, ale jejich 
činností dochází také k významným chemickým změnám, během kterých jsou cukry 
metabolizovány za vzniku ethanolu, mění se zastoupení organických kyselin a tím také pH 
moštu. 
2.5.1 Stanovení redukujících sacharidů metodou Somogyiho-Nelsona 
Během reakce dochází k redukci měďnaté soli redukujícím sacharidem. Jako měďnatá sůl se 
pouţívá CuSO4, který je obsaţen v Somogyiho – Nelsonově činidle II. Za přítomnosti 
redukujících sacharidů dochází k redukci na oxid měďný. Reakce probíhá v alkalickém 
prostředí při teplotě varu na vodní lázni.  
Vyredukovaný oxid měďný vytváří se Somogyiho-Nelsonovým činidlem III modrozelený 
komplex, jehoţ koncentrace se určí proměřením absorbance při vlnové délce 720 nm.  
2.5.2 Enzymatická metoda stanovení ethanolu 
Alkoholdehydrogenáza je enzym patřící do skupiny oxidoreduktáz a je tedy schopen 
oxidovat ethanol na acetaldehyd za současné přeměny koenzymu NAD na jeho redukovanou 
formu NADH. Během konverze dochází ke zvýšení absorbance úměrně ke koncentraci 
ethanolu. NADH je tedy moţno stanovit spektrofotometricky [65, 66].  
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3 PRAKTICKÁ ČÁST 
3.1 Instrumentální vybavení, pouţité chemikálie a mikroorganismy 
3.1.1 Instrumentální vybavení a pomůcky 
Analytické váhy (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
Bakteriologické kličky 
Buničitá vata 
Bunsenův kahan 
Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Německo) 
Elektroforetická vana (Owl separation systeme, model B2, (Biotech s.r.o., ČR) 
Exsikátor 
Laboratorní sklo 
Lednice a mrazák k uchování vzorků DNA 
Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., ČR) 
Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Německo) 
Mikrovlnná trouba ETA 1195 (ČR) 
Mikrozkumavky Eppendorf 
Minicentrifuga National LABNET C – 1200 (Biotech s.r.o., ČR) 
NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Německo) 
Parafilm (American Nacional CanTM, USA) 
PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Itálie) 
Plastové Petriho misky 
Předváţkové váhy EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
Qubit
TM
Fluorometer (InvitrogenTM) 
Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA) 
Sterilní box pro mikrobiologickou práci 
Stojan 
Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA) 
Termostat IP 100-U LTE SCIENTIFIC, (Velká Británie) 
Transluminátor (Ultra Lum. INC, USA) 
Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., ČR) 
Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., ČR) 
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3.1.2 Softwarové vybavení 
BioNumerics 6.5 
Microsoft Office Excel 2007 
Microsoft Office Word 2007 
Scion Image 
 
3.1.3 Chemikálie a pomocné látky 
10× Taq pufr pro PCR mix (Invitek, Německo) 
Agar, kvasniční extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie) 
Agaróza pro elektroforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR) 
Alkoholdehydrogenáza (Sigma – Aldrich, Německo) 
Délkový standard 20 bp a 100 bp a 100 plus bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR) 
dNTP mix (Invitek, Německo) 
Ethanol bezvodý pro UV spektrometrii – C2H5OH (Lach-Ner, ČR) 
Ethidium bromid (Serva Bitech, Německo) 
Glukóza – C6H12O6 (Lachema, ČR) 
Heptahydrát hydrogenarseničnanu sodného – Na2AsO4.7H2O (Fluka, Německo) 
Hydrogenuhličitan sodný – Na2HCO3 (Lachema, ČR) 
Hydroxid sodný – NaOH (Lach-Ner, ČR) 
CH3COONa, EDTA, Ethanol, H3BO3, HCl, NaOH, Na2CO3, Tris 
Komerční sada Ultra CleanTMMicrobial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon) 
Kyselina sírová – H2SO4 (Lach-Ner, ČR) 
Molybdenan amonný tetrahydrát – (NH4)6Mo7O24·4H2O (Lachema, ČR) 
Nanášecí pufr Loading buffer (Fermentas, Litva) 
Parafínový olej 
Pentahydrát síranu měďnatého CuSO4.5H2O (Lach-Ner, ČR) 
Primery ITS1, ITS4 (Invitek, Německo) 
Quant-iT
TM
 dsDNA HS Assay Kit 0,2 – 100 ng 
Restrikční endonukleasy – HaeIII, HinfI, HhaI, (BioLabs,TaKaRa) 
Síran sodný bezvodý – Na2SO4 (Lachema, ČR) 
Sladina (pivovar Starobrno s.r.o., ČR) 
ß-Nikotinamidadenindinukleotid – C21H27O14P2 (Serva, Německo) 
Sterilní a deionizovaná voda 
Taq DNA polymerasa (Invitek, Německo) 
Uhličitan sodný bezvodý – Na2CO3 (Lach-Ner, ČR) 
Vinan sodno-draselný – C4H4O6KNa (Lachema, ČR) 
Voda pro PCR 
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3.1.4 Kultivační médium pro kvasinky 
Jako ţivná půda pro kvasinky byl pouţit  sladinový extrakt z pivovaru Starobrno. Potřebné 
mnoţství sladinového extraktu bylo v Erlenmayerově baňce naředěno vodou na cukernatost 
7 °ČSN a pH bylo upraveno uhličitanem sodným na hodnotu 6,8. K této směsi byl přidán 
agar, roztok byl důkladně promíchán a sterilizován varem po dobu 20 minut.  
K chladnoucímu kultivačnímu médiu byla přidána kyselina propionová a tetracyklinová 
antibiotika, potlačující nárůst plísní a bakterií. Následně bylo kultivační médium nalito do 
Petriho misek a pouţito pro kultivaci a izolaci kvasinek. 
Pro potřeby uchování čistých izolátů kvasinek byly připraveny šikmé agary (sladina nalita 
do zkumavek, ve kterých byla vysterilizována a poté ponechána ztuhnout v šikmé poloze). 
3.1.5  Analyzovaný mošt 
Surovina pro rozbor byla získána ze soukromého vinařství Holánek, sídlícího v obci Ivaň, 
která spadá pod mikulovskou vinařskou podoblast. Jako vzorek, který byl pouţit pro 
identifikaci spektra kvasinek a chemických parametrů, slouţil vinný mošt odebíraný nejdříve 
ze rmutu při nakvášení, a poté jiţ ze samotného vylisovaného moštu odrůdy Rulandské 
modré. Vzorky byly odebírány do čistých sterilních sklenic a filtrovány přes mikrobiální filtr 
umístěný ve fritě. Nakonec byly filtry umístěny na Petriho misku se sladinovou ţivnou půdou 
a kultivovány 5-7 dní v termostatu při teplotě 26°C. 
3.1.6 Kvasinky 
Pro zakvašení rmutu byla pouţita kultura autochtonního kmene S. cerevisiae 1-09, která 
byla získána izolací kvasinek z bobulí z vinařství Holánek ze sklizně v roce 2009. 
3.1.7 Příprava TBE pufru 
TBE je běţný pufr pouţívaný pro agarózovou gelovou elektroforézu a pro jeho přípravu je 
pouţit Tris, kyselina boritá a EDTA. 
Nejprve byl připraven zásobní roztok 10×TBE a z něj byly ředěním připravovány pracovní 
roztoky. Pro přípravu TBE pufru byl pouţit 0,5 M roztok EDTA, Tris a H3BO3. Roztok 
EDTA byl připraven rozpuštěním 9,36 g EDTA ve 35 ml deionizované vody, který byl v 
odměrné baňce doplněn na 50 ml. Pro úpravu pH na hodnotu 8 byl pouţit 0,5% roztok NaOH.  
V dalším kroku bylo 40 ml nalito do odměrné baňky a přidáno 108 g Tris a 55 g H3BO3. 
Směs byla rozpuštěna a doplněna destilovanou vodou na 1000 ml.  
Takto byl připraven 10×TBE pufr, který slouţil jako zásobní roztok a pro další pouţití byl 
desetinásobně zředěn na 1×TBE pufr. Ten byl pouţíván k přípravě gelů. Vodivostní pufr, 
kterým je během separace zalit gel, byl získán přídavkem ethidium bromidu do 1×TBE.  
3.1.8 Příprava EtBr 
Ethidium bromid byl pouţit pro vizualizaci fragmentů DNA na gelu. Mnoţství 10 mg 
ethidium bromidu bylo naváţeno do mikrozkumavky eppendorf a rozpuštěno v 1 ml 
destilované vody. 
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3.1.9 Příprava 3 M octanového pufru 
2,46 g CH3COONa bylo rozpuštěno v destilované vodě a koncentrovanou HCl bylo upraveno 
pH na hodnotu 5,5. Roztok byl kvantitativně převeden do 10 ml odměrné baňky a doplněn 
destilovanou vodou po rysku. Připravený roztok byl uchován při 4 °C. 
3.1.10 Příprava 80% ethanolu 
1,6 ml 96% ethanolu bylo smícháno s 0,32 ml destilované vody. Roztok byl skladován při - 
20 °C. 
3.1.11 Příprava agarózového gelu 
Pro elektroforetickou detekci PCR produktů i restrikčních fragmentů po restrikční analýze 
bylo pouţito 2% agarózového gelu. Gel byl připraven z 3 g agarózy, 150 ml 1×TBE a 
ethidium bromidu. Agaróza spolu s 1×TBE byla rozvařena v mikrovlnné troubě na čirý 
roztok. Ten byl mírně ochlazen a poté k němu bylo přidáno adekvátní mnoţství ethidium 
bromidu. Takto připravený gel byl nalit do elektroforetické vany a byly do něj vloţeny 
hřebínky, které byly po zatuhnutí vytaţeny. Vytvořené jamky slouţily pro nanesení 
jednotlivých vzorků. 
3.1.12 Příprava PCR směsi 
Metoda PCR slouţí ke zmnoţení (amplifikaci) primery vymezeného úseku vyizolované 
kvasinkové DNA na mnoţství, které bude moţno detekovat a vizualizovat. Celkový objem 
reakční směsi pro PCR, tzv. mastermixu, činil 150 ml a byl rozdělen do tří alikvot, které byly 
pouţity pro samotnou reakci v termocykléru. 
 
PCR směs byla připravena smícháním následujících komponentů: 
sterilní voda 123 μl 
pufr 15 μl 
dNTP mix 3 μl 
primer ITS1 1,5 μl 
primer ITS4 1,5 μl 
 
K celkovému mnoţství 144 μl připravené směsi byly přidány 3 μl templátové DNA a 3 μl 
termostabilní DNA polymerázy. Negativní kontrola byla připravena obdobným způsobem, 
kdy namísto templátové DNA byly k reakční směsi přidány 3 μl sterilní vody. 
 
Pokud bylo připravováno více vzorků najednou, bylo nejprve namícháno adekvátní 
mnoţství směsi komponentů bez templátové DNA a polymerázy. Tato směs, tzv. mastermix, 
byla nejprve rozpipetována do PCR mikrozkumavek a teprve následné k ní byla přidána 
příslušná templátová DNA s polymerázou.   
 32 
 
3.1.13 Příprava roztoků pro stanovení redukujících sacharidů 
3.1.13.1 Somogyiho roztok I. 
Bylo naváţeno 24 g bezvodého Na2CO3, 16 g NaHCO3, 12 g C4H4O6KNa a 144 g Na2SO4 a 
doplněno destilovanou vodou na 800 ml. 
3.1.13.2 Somogyiho roztok II. 
Byly naváţeny 4 g CuSO4 . 5H2O a 36 g bezvodého Na2SO4. Sloţky byly převedeny do 
roztoku a doplněny destilovanou vodou na 200 ml. 
3.1.13.3 Nelsonovo činidlo: 
Bylo naváţeno 25 g molybdenanu amonného a rozpuštěno ve 450 ml vody. Poté bylo přidáno 
21 ml koncentrované H2SO4 a 2,0 g Na2HAsO4. 7H2O ve 25 ml H2O. Před pouţitím byl 
roztok uchován při 37 °C po dobu 48 hodin. 
3.1.14 Příprava roztoků pro stanovení titrovatelných kyselin 
Byl připraven standardní roztok hydroxidu sodného. Bylo naváţeno 4,0066 g NaOH a toto 
mnoţství bylo rozpuštěno v 1 l destilované vody. Takto připravený roztok měl koncentraci 
0,1 mol.l
-1
. 
3.2 Pracovní postupy 
3.2.1 Odběr vzorků a filtrace moštu 
Odběr vzorků byl proveden ve sterilních podmínkách do autoklávovaných reagenčních lahví. 
Odebíráno bylo vţdy 500 ml moštu. 250 ml moštu bylo poté přefiltrováno přes 
mikrobiologický filtr a filtrát byl uchován při -20 °C pro chemickou analýzu. 
3.2.2 Příprava čistých kultur kvasinek 
Mikrobiologické filtry byly kultivovány na sladinovém agaru při teplotě 26 °C po dobu tří 
dnů. Po dokončení kultivace byla takto získaná směsná kultura přečištěna pomocí kříţového 
roztěru a upravené Kochovy zřeďovací metody. Byly získány čisté kmeny kvasinek, ze 
kterých byla následně izolována DNA.  
3.2.3 Izolace DNA 
Izolace kvasinkové DNA byla provedena za pouţití komerčního setu UltraCleanTM Microbial 
DNA Isolation Kit. Bylo postupováno dle přiloţeného návodu. Do rozbíjecí zkumavky bylo 
napipetováno 300 μl rozbíjecího pufru. Pomocí kličky byla z kultury odebrána dvě očka, která 
byla rozsuspendována v pufru. Ke směsi bylo přidáno 50 μl roztoku MD1 a vše bylo 
zvortexováno. Mikrozkumavky byly následně vloţeny v horizontální poloze do adaptéru 
vortexu a vortexovány při maximální rychlosti 10 minut. Poté byly centrifugovány 1 minutu 
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při 10000×g. Supernatant byl přenesen do čisté mikrozkumavky, k roztoku bylo přidáno 
100 μl MD2, směs byla zvortexována a inkubována 5 minut při 4 °C. Po opětovné 
centrifugaci po dobu 1 minutu při 10000×g byl supernatant přenesen do čisté 
mikrozkumavky, k roztoku bylo přidáno 900 μl MD3 a směs byla zvortexována. Na kolonku 
bylo přeneseno 700 μl takto vzniklého roztoku a centrifugováno 1 minutu při 10000×g. 
Přefiltrovaný roztok byl odstraněn. Na tutéţ kolonku byl přenesen zbytek roztoku a kolonka s 
roztokem byla opět centrifugována po dobu 1 minuty při 10000×g. Přefiltrovaný roztok byl 
odstraněn, do kolonky bylo přidáno 300 μl roztoku MD4 a centrifugováno 1 minutu při 
10000×g. Kolonka byla opatrně přenesena do čisté mikrozkumavky, do středu membrány 
uvnitř kolonky bylo napipetováno 50 μl roztoku MD5 a následně centrifugováno (1 minuta, 
10000×g). Kolonka byla odstraněna a roztok DNA v mikrozkumavce byl připraven pro další 
aplikace. Získaný roztok s DNA byl uchován při – 20 °C. 
3.2.4 PCR 
K celkovému mnoţství 144 μl připravené směsi byly přidány 3 μl templátové DNA a 3 μl 
termostabilní DNA polymerázy. Směs byla zvortexována, vloţena do termocykléru, kde byla 
namnoţena pomocí polymerázové řetězové reakce. K amplifikaci oblasti 5.8S-ITS rDNA 
byly pouţity primery ITS1 (5´ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3´) a ITS4 (5´ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3´). Primery byly dodány v lyofilizované formě a před 
pouţitím byly rozpuštěny ve sterilní vodě. 
 
PCR probíhala ve třech cyklicky se opakujících krocích a celkových 25 cyklech. Prvním 
krokem byla počáteční denaturace. Poté jiţ následuje samotná PCR, skládající se z denturace, 
annealingu a elongace. Poté je zařazena konečná elongace (Tab.1). 
 
 
Tabulka 1 Reakční podmínky polymerázové řetězové reakce. 
Proces Teplota (°C) Délka reakce (s) 
Počáteční denaturace 94 240 
Denaturace  
25 cyklů 
94 60 
Annealing 48 30 
Elongace 72 60 
Konečná elongace 72 600 
 
3.2.5 Elektroforetická detekce fragmentů PCR produktů 
Vzorky po PCR byly detekovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. Připravený 2% gel 
s ethidium bromidem byl přelit roztokem 1×TBE tak, aby byl celý gel ponořen pod hladinou. 
Vzorky byly před nanesením do jamek gelu smíchány s nanášecím pufrem v poměru 5:1. Poté 
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byly pipetovány do řady v mnoţství 5 μl, spolu s negativní kontrolou, která byla pipetována 
stejným způsobem a ve stejném mnoţství jako vzorky. Na začátku i na konci řady vzorků 
byly napipetovány 4 μl délkového standardu 100 bp. Po napipetování všech vzorků a 
standardů byla vana připojena na zdroj elektrického napětí. Velikost napětí byla opět volena 
podle velikosti pouţité elektroforetické vany (45V, 55V nebo 65V). Doba separace byla 
120 minut. Po proběhnutí elektroforézy byl gel vyjmut, vloţen pod UV detektor, vyfocen a 
uloţen pro další zpracování. 
3.2.6 Příprava vzorků pro restrikční analýzu 
Před restrikční analýzou bylo nezbytné PCR produkty přečistit od interferujících sloţek. 20 μl 
PCR produktu bylo napipetováno do čistých mikrozkumavek a ke kaţdému vzorku byly 
přidány 2 μl octanového pufru a potom 60 μl 96% ethanolu o teplotě -20°C. Směs byla 
promíchána a centrifugována při 4°C, 15 000×g po dobu 30 min. Poté byl supernatant 
dekantován a následně bylo přidáno 60 μl 80% ethanolu, opět o teplotě -20°C. Směs byla opět 
promíchána a centrifugována při 4°C, 15 000×g po dobu 30 min. Po centrifugaci byl 
supernatant slit a obsah mikrozkumavek byl zbaven zbytků ethanolu vysušením v exsikátoru 
po dobu 20 minut. Poté byly mikrozkumavky uzavřeny a uchovávány při -20°C. 
3.2.7 Restrikční analýza 
Pro restrikční analýzu kvasinek byly pouţity tři enzymy - HaeIII, HinfI a HhaI. Reakční směs 
pro restrikční analýzu byla sloţena ze 3 komponentů, které byly smíchány v daném pořadí. 
Reakční směs pro jeden vzorek obsahovala 13 μl sterilní destilované vody, 1,5 μl pufru a 0,5 
μl enzymu (výjimkou byl enzym HhaI, kde bylo k přečištěné DNA pipetováno 20 μl sterilní 
vody, 2 μl pufru a 1 μl enzymu). Směs pro restrikční analýzu pomocí daného enzymu byla 
připravena vţdy najednou pro všechny vzorky. Následně byla směs rozpipetována do 
jednotlivých mikrozkumavek s přečištěnou DNA. 
Vzorky byly inkubovány při 37 °C po dobu 16 hodin v termocykléru. Následovala 
inaktivace enzymu po dobu 20 minut a 80 °C. Produkty štěpení byly elektroforeticky 
separovány a vizualizovány stejným způsobem jako PCR produkty. 
3.2.8 Stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho-Nelsona 
Do zředěného vzorku o objemu 1 ml bylo přidáno 0,5 ml Somogyiho – Nelsonova činidla I a 
II. Směs byla vloţena do vroucí vodní lázně po dobu 10 minut. Po vyjmutí a ochlazení na 
laboratorní teplotu bylo přidáno 0,5 ml Somogyiho – Nelsonova činidla III. Směs byla 
promíchána, přičemţ došlo k rozpuštění vyloučeného oxidu měďnatého. Roztok změnil barvu 
na modrozelenou aţ zelenou a byl doplněn destilovanou vodou na celkový objem 10 ml. 
Následně byla změřena absorbance při vlnové délce 720 nm. Pro kalibrační křivku byly 
připraveny vodné roztoky glukózy o koncentracích 0,000; 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 
0,030; 0,035; 0,040; 0,045; 0,050 g·l-1. Pro stanovení jejich absorbance bylo pouţito stejného 
postupu jako pro ostatní vzorky.  
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3.2.9 Stanovení titrovatelných kyselin 
Vzorek moštu v kádince byl zahřát na teplotu 80 °C, čímţ došlo k odstranění neţádoucího 
oxidu uhličitého. Pak byl vzorek zchlazen na laboratorní teplotu a umístěn na magnetickou 
míchačku, do které byla vloţena elektroda a byretou byl přikapáván standardní roztok 
hydroxidu sodného do pH 7. Hodnota pH byla měřena na kalibrovaném pH metru. 
3.2.10 Stanovení obsahu ethanolu 
Bylo pipetováno 20 μl vzorku moštu, ke kterému bylo přidáno 160 μl tlumivého roztoku, 
10 μl připraveného roztoku alkoholdehydrogenázy a 10 μl připraveného roztoku NAD. Ihned 
po promíchání byla směs detekována spektrometricky, měřena byla absorbance při vlnové 
délce 340 nm. Reakce probíhala 15 minut a po uplynutí této doby byla opět změřena 
absorbance. Kalibrační křivka byla připravena měřením standardních roztoků ethanolu 
ředěných tlumivým roztokem. 
3.2.11 Stanovení pH 
Pro měření pH byl zvolen digitální pH metr. Byla provedena kalibrace pH metru na 
laboratorní teplotu pomocí pufrů roztoků o známých hodnotách pH. Do vzorku moštu byla 
ponořena elektroda a byla měřena hodnota pH, dokud nedošlo k ustálení její hodnoty. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Taxonomická identifikace 
Fermentace vína probíhala ve vinařském sklepě v mikulovské vinařské oblasti během 
vinařské sezóny 2012 podle tradičních postupů výroby vína. Fermentační proces probíhal v 
kádích o objemu 700 l, kdy bylo pouţito 500 kg hroznů odrůdy Rulandské modré (z 
integrované a ekologické produkce). Teplota ve sklepě byla v rozmezí 12-15 °C. Rmut byl 
zakvašen za pouţití autochtonního kmene kvasinek S. cerevisiae 1-09. 
Vzorky moštu byly odebírány v pravidelných intervalech. 
4.2 Elektroforetická separace a detekce PCR produktu 
Pro elektroforetickou separaci byl pouţíván 2% agarózový gel. Doba dělení trvala 180 minut. 
Přiváděné napětí bylo 65 V a doba dělení 180 minut.  
Velikost PCR produktů byla stanovena odečtením z elektroforeogramu s vyuţitím 
hmotnostních standardů. 
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Tabulka 2 Velikost amplifikované oblasti 5.8S-ITS rDNA jednotlivých kvasinek za použití primerů 
ITS1 a ITS4. 
Skupina Označení 
vzorku 
Velikost 
amplikonu(bp) 
 Skupina Označení 
vzorku 
Velikost 
amplikonu(bp) 
1 87 450  
 
 
 
 
 
 
 
5 
80 880 
 
 
 
 
 
 
2 
76 480 81 880 
77 480 82 880 
78 480 83 880 
88 480 85 880 
89 480 86 880 
90 480 123 880 
91 480 124 880 
92 480 127 880 
119 480 128 880 
121 480 129 880 
125 480 130 880 
 
 
3 
75 500 131 880 
79 500 132 880 
122 500    
126 500    
4 84 790    
 
 
Porovnáním s hmotnostními standardy bylo moţno po separaci PCR produkty rozdělit do 
pěti skupin podle jejich velikosti. 
Získané amplikony měly délku 450, 480, 500, 790 a 880 bp. Jejich výčet je uveden 
v tabulce (Tabulka 2) 
Ukázka separace fragmentů je na obrázku (Obrázek 3). 
 
Z těchto údajů však není moţné přímo určit druhové zařazení kvasinek.  
Namnoţené fragmenty DNA byly proto purifikovány a podrobeny restrikční analýze za 
pouţití specifických endonukleáz.   
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Obrázek 3 Separace PCR produktů v 2% agarózovém gelu. 
S – hmotnostní standard 100 bp, čísla značí pracovní označení vzorků kvasinek. 
4.3 Restrikční analýza (PCR – RFLP) 
Vzorky fragmentů DNA byly před restrikční analýzou purifikovány. Po přečištění byly 
pouţity tři restrikční endonukleázy: HaeIII, HhaI a HinfI. 
Identifikace byla provedena porovnáním délek restrikčních fragmentů sbírkových kvasinek 
ze sbírky kmenů kvasinek CCY z Chemického ústavu SAV v Bratislavě. Fragmenty DNA 
byly detekovány pomocí elektroforézy obdobně jako samotné PCR produkty. 
 
V následujících kapitolách jsou seřazeny obrázky gelů, obsahujících fragmenty DNA po 
provedené restrikční analýze jednotlivými restrikčními enzymy. Délky restrikčních fragmentů 
jsou pro přehlednost seřazeny do tabulek. 
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4.3.1 Enzym HaeIII 
Restrikční endonukleáza HaeIII rozpoznává a štěpí místo 5' GG↓CC 3' DNA. Délky 
fragmentů po digesci tímto enzymem jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 3). 
 
Tabulka 3 Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HaeIII.  
Skupina Označení vzorku Velikost fragmentu Velikost 
amplikonu(bp) 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
80 320+240+180+140 880 
81 320+240+180+140 880 
82 320+240+180+140 880 
83 320+240+180+140 880 
85 320+240+180+140 880 
86 320+240+180+140 880 
123 320+240+180+140 880 
124 320+240+180+140 880 
127 320+240+180+140 880 
128 320+240+180+140 880 
129 320+240+180+140 880 
130 320+240+180+140 880 
131 320+240+180+140 880 
132 320+240+180+140 880 
 
 
2 
88 340+140 480 
89 340+140 480 
90 340+140 480 
91 340+140 480 
125 340+140 480 
 
3 
76 340+90+60 480 
77 340+90+60 480 
78 340+90+60 480 
92 340+90+60 480 
119 340+90+60 480 
121 340+90+60 480 
 
4 
75 400+90+60 500 
79 400+90+60 500 
122 400+90+60 500 
 
5 
126 400+90 500 
87 400+90 450 
6 84 700+90 790 
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Vzorky po enzymatické digesci enzymem HaeIII a elektroforetické separaci na 
agarózovém gelu byly rozděleny do šesti skupin, jak ukazuje Tabulka 3. 1. skupina je 
nejpočetnější a vykazuje štěpný obraz typický pro rod Saccharomyces, tedy 
320+240+180+140 bp. Ostatní skupiny jiţ nevykazují tak značný počet zástupců se stejným 
štěpným obrazem. Vzorky 2. skupiny jsou určeny fragmenty o velikosti 340 a 140 bp a 
velikost celého původního amplikonu je pro všechpět vzorků totoţná. Obdobně i vzorky ve 3. 
a 4. skupině tvoří stejně rozštěpené fragmenty. Pro přesnou taxonomickou analýzu je 
nezbytné pouţít další restrikční enzymy. Pro pátou skupinu je typický štěpný obraz 400+90 
bp, nicméně velikost PCR produktu je odlišná (450 a 500 bp). 6. skupina je tvořena jediným 
zástupcem. 
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4.3.2 Enzym HinfI 
Restrikční endonukleáza HinfI rozpoznává a štěpí místo 5' G↓ATC 3' DNA. Délky fragmentů 
po digesci tímto enzymem jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 4).  
 
Tabulka 4 Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu 
restrikční endonukleázou HinfI 
Skupina Označení vzorku Velikost fragmentu Velikost 
amplikonu(bp) 
 
 
 
 
 
 
 
1 
80 370+120+50+30 
 
880 
81 370+120+50+30 880 
82 370+120+50+30 880 
83 370+120+50+30 880 
85 370+120+50+30 880 
86 370+120+50+30 880 
123 370+120+50+30 880 
124 370+120+50+30 880 
127 370+120+50+30 880 
128 370+120+50+30 880 
129 370+120+50+30 880 
130 370+120+50+30 880 
131 370+120+50+30 880 
132 370+120+50+30 880 
 
 
2 
88 210+170+110 480 
89 210+170+110 480 
90 210+170+110 480 
91 210+170+110 480 
125 210+170+110 480 
 
3 
77 260+120+100 480 
78 260+120+100 480 
119 260+120+100 480 
121 260+120+100 480 
 
4 
75 220+160+150 500 
79 220+160+150 500 
122 220+160+150 500 
 
 
5 
84 350+220+160+50 790 
76 260 480 
87 260+220 450 
92 270+220+190+90 480 
126 300 500 
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Tabulka 4 udává přehled pěti skupin, které jsou definovány délkami fragmentů po štěpení 
endonukleázou HinfI. 1. skupina je určena fragmenty 370+120+50+30, které vzniky po 
digesci amplikonu o délce 880 bp. Další tři skupiny jsou tvořeny štěpnými obrazy 
210+170+110 bp, 260+120+100 bp a 220+160+150 bp.Velikosti PCR produktů jsou v rámci 
daných skupin shodné. Poslední skupina obsahuje pětici vzorků, které vykazují rozdílný 
štěpný obraz i délku původního PCR produktu. 
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4.3.3 Enzym HhaI 
Restrikční endonukleáza HhaI rozpoznává a štěpí místo 5' GCG↓C 3' DNA. Délky fragmentů 
po digesci tímto enzymem jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 5). 
 
Tabulka 5 Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu 
restrikční endonukleázou HhaI 
Skupina Označení vzorku Velikost fragmentu Velikost 
amplikonu(bp) 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
80 380+350+150 880 
81 380+350+150 880 
82 380+350+150 880 
83 380+350+150 880 
85 380+350+150 880 
86 380+350+150 880 
123 380+350+150 880 
124 380+350+150 880 
127 380+350+150 880 
128 380+350+150 880 
129 380+350+150 880 
130 380+350+150 880 
131 380+350+150 880 
132 380+350+150 880 
 
 
 
 
2 
76 240+100+70+60 480 
77 240+100+70+60 480 
78 240+100+70+60 480 
88 240+100+70+60 480 
89 240+100+70+60 480 
90 240+100+70+60 480 
91 240+100+70+60 480 
92 240+100+70+60 480 
119 240+100+70+60 480 
121 240+100+70+60 480 
125 240+100+70+60 480 
 
3 
75 210+180+70+50 500 
79 210+180+70+50 500 
122 210+180+70+50 500 
126 210+180+70+50 500 
 
4 84 320+280+90 790 
87 170+100+80+70+50 450 
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Poslední pouţitou restrikční endonukleázou byla HhaI. Na základně její aktivity došlo 
k vytvoření pěti štěpných obrazů, které byly roztříděny do 4. skupin. Nejobsáhlejší skupina 
byla tvořena obrazem 380+350+150 a délkou amplikonu 880 bp. Pro druhou skupinu byla 
typická fragmentace 240+100+70+60 bp při velikosti PCR produktu 480 bp. Skupina se 
štěpným obrazem 210+180+70+50 bp vycházela z amplikonu o velikosti 500 bp. V poslední 
skupině se nacházely dva vzorky jak s rozdílným restrikčním obrazem, tak s délkou PCR 
produktu. 
4.4 Dendrogram kvasinek izolovaných z vína 
Pomocí dendrogramu sestaveného na základě výsledků metody RFLP byla stanovena 
genetická podobnost identifikovaných kvasinek. Dendrogram byl vytvořen v programu 
BioNumerics, kde pro kritérium podobnosti byly zvoleny Jaccardovy koeficienty podobnosti s 
5% tolerancí. 
 
 
 
Obrázek 4 Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovaných z vína sestavený na 
základě výsledků RFLP pro enzymy HaeIII, HhaI. a HinfI.  
 
 
 
Restrikčí analýzou 31 vzorků byly identifikovány celkem čtyři druhy kvasinek: Candida 
valida, Issatchenkia occidentalis, Saccharomyces cerevisiae a Zygosaccharomyces bailii. 
Nebylo moţné taxonomicky zařadit osm druhů kvasinek. Tyto byly, s výjimkou druhu 
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Saccharomyces cerevisiae, seřazeny v závislosti na genetické podobnosti do dendrogramu, 
uvedeném na Obrázku 4. Seznam druhů identifikovaných v jednotlivých dnech fermentace je 
vyobrazen v Tabulce 6. 
 
Tabulka 6 Souhrn identifikovaných druhů v závislosti na dnu fermentace 
Den 
fermentace 
Ekologická produkce Integrovaná produkce 
Označení 
vzorku 
Kvasinka Označení 
vzorku 
Kvasinka 
0 119 Nezařazeno 75 
76, 77 
Issatchenkia orientalis 
Nezařazeno 
2 121 Nezařazeno 78 Nezařazeno 
5 122 
123 
Issatchenkia orientalis 
Saccharomyces cerevisiae 
79 
80 
Issatchenkia orientalis 
Saccharomyces cerevisiae 
7 124 Saccharomyces cerevisiae 81, 82 Saccharomyces cerevisiae 
9 125 
126 
Candida valida  
Nezařazeno 
83 
84 
Saccharomyces cerevisiae 
Zygosaccharomyces bailii 
12 127, 128 Saccharomyces cerevisiae 85, 86 
87 
Saccharomyces cerevisiae 
Nezařazeno 
14 129, 130, 131 Saccharomyces cerevisiae 88, 89 Candida valida 
16 132 Saccharomyces cerevisiae 90, 91 
92 
Candida valida 
Nezařazeno 
 
 
4.5 Chemická analýza vína 
4.5.1 Stanovení ethanolu 
Obsah ethanolu byl stanoven enzymaticky za vyuţití enzymu alkoholdehydrogenázy. Pro 
stanovení ethanolu byla vytvořena kalibrační křivka, přičemţ byly pouţity standardní roztoky 
ethanolu o koncentracích 1 – 10 %. V grafu č. 1 je zobrazena kalibrační křivka, hodnoty pro 
její sestrojení jsou uvedeny v tabulce. 
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Tabulka 7 Koncentrace standardních roztoků ethanolu v % a jim odpovídající naměřené hodnoty 
absorbancí. 
c ethanolu (%) A1 A2 A3 A (průměr) 
1 0,100 0,120 0,115 0,112 
2 0,149 0,158 0,167 0,158 
3 0,211 0,209 0,214 0,211 
4 0,255 0,280 0,270 0,268 
5 0,304 0,310 0,298 0,304 
6 0,250 0,341 0,345 0,345 
7 0,362 0,382 0,390 0,378 
8 0,420 0,409 0,418 0,416 
9 0,452 0,449 0,455 0,452 
10 0,485 0,489 0,479 0,484 
 
 
Graf 1 Kalibrační křivka znázorňující závislost průměru absorbancí na koncentracích ethanolu. 
Vzorky moštu byly na měření připraveny způsobem, který je uveden v kapitole 3.2.10. 
Pomocí kalibrační křivky byly dopočítány koncentrace ethanolu. Výsledky jsou uvedeny v 
tabulce (Tabulka 7). 
Naměřené hodnoty ethanolu ve vzorcích moštu jsou v tabulce (Tabulka 8) a vyneseny do 
grafu (Graf 2). 
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Tabulka 8 Naměřené hodnoty koncentrací ethanolu v jednotlivých vzorcích moštů. 
 c ethanolu (%) 
Den fermentace Ekologická produkce Integrovaná produkce 
0 0 0 
2 0,459 2,012 
5 1,26 6,454 
7 5,92 7,133 
9 7,206 8,905 
12 7,934 9,148 
14 8,177 9,245 
16 8,638 10,022 
 
 
Graf 2 Závislost koncentrace ethanolu na dnech odběru vzorků moštů. 
 
Z grafu je patrný velmi rychlý nástup alkoholové fermentace u vzorků z integrované 
produkce, kdy výrazně stoupá koncentrace ethanolu od zakvašení do 5. dne, ve kterém 
dosahuje jiţ více neţ 6%. Poté následuje útlum a od 7. dne opět mnoţství ethasnolu narůstá, 
ale nyní však jiţ ne tak výrazným tempem. Od 9. dne dochází k dalšímu zpomalení při 
koncentraci téměř 9%. Hodnoty 10% ethanolu dosahuje mošt 16. den fermentace.  
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Mošt z ekologické produkce naopak aţ do 5. dne, kdy nastává bouřlivé kvašení, vykazuje 
jen minimální změnu obsahu ethanolu. Do 7. dne nicméně prokvasí na hodnotu téměř 6%. 
Po bouřlivém průběhu kvašení dochází k útlumu a pozvolnému nárůstu hodnot, kdy k 16. 
dnu fermentace činí koncentrace 8,638% ethanolu.     
Z grafu lze vyčíst výrazný rozdíl především na počátku fermentace, kdy u moštu 
z integrované produkce došlo k téměř okamţitému efektu po přídavku kvasinek a lag fáze zde 
zcela chybí. 
V případě ekologické produkce je nástup fermentace významně pomalejší s následnou 
výraznou exponenciální fází.  
 
4.5.2 Stanovení titrovatelných kyselin 
Koncentrace titrovatelných kyselin v moštech byla stanovena podle postupu uvedeného 
v kapitole 3.2.9.  
Vypočítané koncentrace jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 9) a jsou vyneseny v grafu (Graf 
3) v závislosti na dnech odběru. 
 
 
Tabulka 9 Výsledné hodnoty koncentrace kyseliny vinné. 
 c kyseliny vinné (g.l-1) 
Den fermentace Ekologická produkce Integrovaná produkce 
0 7,5375 7,75625 
2 7,95625 9,03125 
5 7,9 8,2625 
7 7,025 7,425 
9 6,325 7,15 
12 5,5 6,63125 
14 5,64375 6,61875 
16 4,13125 5,7625 
 
 
Kyselina vinná ve vzorku byla přepočítána podle vztahu:  
 mlAA  075,0'  
kde A je spotřeba NaOH v mililitrech. 
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Graf 3 Závislost koncentrace kyseliny vinné na dnech odběru vzorků moštů. 
 
Počáteční koncentrace kyseliny vinné u moštů z integrované a ekologické produkce 
vykazovaly obdobné hodnoty, lišící se o 0,2 g.l-1. 
U moštu z integrované produkce dochází k významnému zvýšení na hodnotu 9 g.l-1 během 
2. dne fermentace. Vzhledem k rychle nastupující fermentaci dochází od tohoto dne k jejímu 
poklesu bez výraznějších výkyvů aţ do 12. dne fermentace, kdy dochází ke stagnaci a 
k dalšímu poklesu dojde aţ 16. den. V této fázi křivka kopíruje průběh křivky zvyšující se 
koncentrace ethanolu. 
  U moštů z ekologické produkce dochází k poklesu aţ v 5. dni fermentace a toto sníţení 
sleduje také trend počátku kvašení, ke kterému došlo právě v 5. den od zaočkování.  
Křivka obdobně jako u integrované produkce klesá do 12. dne a také teprve 16. den je 
vidět výrazné sníţení koncentrace kyseliny.  
4.5.3 Stanovení pH moštu 
Koncentrace pH byla v moštech stanovena podle postupu popsaného v kapitole 3.2.11. 
Koncentrace jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 10) a jsou vyneseny v grafu (Graf 4) v 
závislosti na dnech odběru. 
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Tabulka 10 Výsledné hodnoty pH moštu. 
 pH 
Den fermentace Ekologická produkce Integrovaná produkce 
0 3,31 3,2 
2 3,64 3,43 
5 3,73 3,62 
7 3,85 3,66 
9 3,87 3,66 
12 4,04 3,71 
14 3,98 3,68 
16 3,95 3,66 
 
 
 
Graf 4 Závislost pH na dnech odběru vzorků moštů. 
 
Počáteční pH u obou produkcí je obdobné a liší se o hodnotu 0,1. S přibývajícími dny 
fermentace dochází ke sniţování kyselosti a pH obou roste. Výraznější nárůst pH proběhnul u 
moštu ekologické produkce. V 16. Dnu se tak od sebe hodnoty lišily o 0,3, kdy mošt 
z ekologické produkce dosáhnul téměř k pH 4. 
Trendy křivek sledují obsah kyseliny vinné v moštech, kdy mezi koncentrací kyselin a pH 
platí nepřímá úměra. 
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Toto vztaţení je však příliš zobecňující, vzhledem k faktu, ţe na pH moštu se kromě vinné 
kyseliny, podílí také kyselina jablečná a v malé míře i citronová a naopak koncentrace kyselin 
v moštech je odvislá pouze od stanovení kyseliny vinné. 
4.5.4 Stanovení redukujících cukrů 
Stanovení redukujících cukrů bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.8. 
Koncentrace redukujících cukrů ve vzorcích moštů byla stanovena pomocí sestrojené 
kalibrační křivky. Kalibrační křivka je závislostí koncentrace glukózy na absorbanci. 
Hodnoty, které byly vynášeny do grafu, jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 11). Kalibrační 
křivka je znázorněna v grafu (Graf 5). 
 
Tabulka 11 Koncentrace roztoků redukujících sacharidů a jim odpovídajících absorbancí. 
c (g∙l-1) A1 A2 A3 A (průměr) 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
0,005 0,069 0,066 0,059 0,077 
0,010 0,144 0,144 0,154 0,175 
0,015 0,239 0,231 0,256 0,273 
0,020 0,379 0,416 0,391 0,440 
0,025 0,435 0,461 0,525 0,519 
0,030 0,576 0,587 0,571 0,619 
0,035 0,715 0,546 0,656 0,695 
0,040 0,800 0,744 0,774 0,834 
0,045 0,840 0,812 0,805 0,906 
0,050 0,897 0,824 0,952 0,992 
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Graf 5 Kalibrační křivka závislosti absorbance na koncentraci redukujících sacharidů. 
 
Naměřené absorbance byly pomocí kalibrační křivky přepočteny na koncentraci 
redukujících cukrů. Výsledky jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 12). Závislost na dnech 
fermentace je vynesena do grafu (Graf 6). 
 
Tabulka 12 Naměřené hodnoty absorbancí a vypočítané hodnoty odpovídajících koncentrací 
redukujících cukrů v jednotlivých vzorcích moštů. 
 c redukujících cukrů (g.l-1) 
Den fermentace Ekologická produkce Integrovaná produkce 
0 181,82 178,583 
2 126,1 141,769 
5 5,075 22,933 
7 1,429 1,571 
9 1,321 1,56 
12 1,294 1,4 
14 1,141 1,254 
16 0,91 1,001 
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Graf 6 Závislost redukujících cukrů na čase u ekologické a integrované produkce. 
 
Koncentrace redukujících cukrů před zahájením kvašení byly pro mošty z ekologické a 
integrované produkce obdobné. Jejich hodnoty se pohybovaly okolo 180 g∙l-1. K významnému 
poklesu jejich koncentrace došlo jiţ v prvních dnech po zaočkování u obou produkcí. 
V následujících dnech klesala koncentrace redukujících sacharidů ještě výrazněji. Ke 
zpomalení došlo v 5. dnu fermentace a 7. den obsahovaly mošty jiţ jen 1,5 g∙l-1 a k dalším 
změnám koncentrací redukujících sacharidů docházelo velmi pomalu. V moštu z ekologické 
produkce byl pokles koncentrace redukujících sacharidů poněkud rychlejší. Vína obsahující 
tyto hodnoty zbytkového cukru jsou řazena mezi vína suchá. 
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5 ZÁVĚR 
Náplní této diplomové práce byla taxonomická identifikace kvasinek z moštu odrůdy 
Rulandské modré za vyuţití molekulárně biologických metod. Práce je rozdělena na 
teoretickou a praktickou část.  
V teoretické části je popsána základní charakteristika kvasinek, tedy jejich taxonomické 
zařazení, cytologie, morfologie a rozmnoţování. Dále jsou zmíněny nejdůleţitější rody 
z hlediska vinařství a také jejich vliv na proces výroby vína. Také jsou zde popsány postupy 
pro identifikaci kvasinek – izolace nukleové kyseliny, její amplifikace pomocí polymerázové 
řetězové reakce, metody restrikční analýzy a elektroforetické metody. 
Analyzované vzorky kvasinek, vyizolovné z moštu, pocházely ze sklizně z roku 2012. Hrozny 
byly pěstovány podle pravidel ekologického a integrovaného zemědělství v obci Ivaň 
v mikulovské vinařské podoblasti. Pro zakvašení bylo pouţito kultury autochtonního kmene 
S. cerevisiae 1-09, která byla vyizolována tamtéţ z bobulí ze sklizně v roce 2009. 
Ze vzorků, které byly nakultivovány a následně přečištěny, byly získány čisté kultury, ze 
kterých byla za pouţití komerčního kitu izolována DNA. Tato byla pouţita pro amplifikaci 
5.8S-ITS rDNA oblasti za pouţití  ITS1 a ITS4 primerů. Bylo získáno pět odlišných PCR 
produktů o délkách 450, 480, 500, 790 a 880 bp. Pro samotnou identifikaci pak bylo nutné 
takto získané amplikony přečistit a podrobit restrikčnímu štěpení pomocí restrikčních 
endonukleáz HaeIII, HinfI a HhaI. Celkově bylo enzymatickému štěpení podrobeno 31 
vzorků kvasinek, které byly dle svého restrikčního obrazu rozděleny do samostatných skupin. 
Skupiny byly následně zpracovány do formy dendrogramu pomocí výpočetního programu 
BioNumerics. Podle výsledků byly identifikovány čtyři druhy kvasinek. Jednalo se o druhy 
Candida valida, Issatchenkia occidentalis, Saccharomyces cerevisiae a Zygosaccharomyces 
bailii. Další druhy vykazovaly odlišné štěpné obrazy a nebylo moţné je blíţe taxonomicky 
zařadit. Zastoupení jednotlivých druhů se lišilo jak v rámci jednotlivých odběrových dnů, tak 
mezi ekologickou a integrovanou produkcí. U integrované produkce se během fermentace 
objevily všechny čtyři z identifikovaných druhů, kdeţto ekologická produkce byla chudší o 
Zygosaccharomyces bailii. Tyto rozdíly mohou být zapříčiněny rozdílným přístupem 
k pěstování hroznů a ochraně vinic u obou typů produkcí. 
Obdobně i u chemické analýzy se mezi oběma přístupy nacházely jisté rozdíly. V případě 
stanovení ethanolu je zřetelný významný rozdíl jak v průběhu kvašení, tak v jeho mnoţství na 
konci měření. U moštu z integrované produkce probíhala fermentace plynuleji a celkový 
obsah ethanolu překročil 10 %, kdeţto u ekologické produkce došlo k jeho skokovému 
navýšení s konečnou hodnotou o více neţ 1,3 % niţší. U stanovení titrovatelných kyselin je 
také dobře patrný rozdíl mezi produkcemi, kdy i přes obdobné výchozí hodnoty kyseliny 
vinné v surovině, došlo během fermentace k odlišnému vývoji a konečné hodnoty představují 
opět významný rozdíl. Stejně tak i u stanovení pH moštu, kdy hodnoty opisují průběh poklesu 
koncentrace kyselin. Průběh křivek redukujících cukrů je jak u ekologické, tak u integrované 
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produkce obdobný a k jejich poklesu n konečnou hodnotu dochází shodně během prvního 
týdne fermentace. Z hlediska těchto parametrů se jeví víno vyrobené z integrované produkce 
jako technologicky kvalitnější, nicméně vzhledem ke komplexnosti produktu není moţno 
postavit jeho hodnocení pouze na těchto vlastnostech. 
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7 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
DNA Deoxyribonukleová kyselina 
RNA Ribonukleová kyselina 
rDNA Ribosomální DNA 
rRNA Ribosomální RNA 
SDS Dodecylsulfát sodný 
ITS Oblast vnitřního přepisovaného mezerníku 
PCR Polymerázová řetězová reakce 
RFLP Polymorfismus délky restrikčních fragmentů 
S. Saccharomyces 
E. Escherichia 
dsDNA Dvouřetězcová DNA 
dNTP Deoxynukleotidtrifosfát 
NTS Oblast nepřepisovaných mezerníků 
IGS Oblast intergenových mezerníků 
bp Počet párů bazí 
kb Počet kilobazí 
TBE Tris-borát-EDTA pufr 
NAD Nikotinamid adenin dinukleotid 
NADH Nikotinamid adenin dinukleotid (redukovaná forma) 
ČSN Český normalizovaný moštoměr 
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová 
UV Ultrafialové záření 
 
 
